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I  Einleitung 
1 Das nasale respiratorische Epithel 
Die nasale Schleimhaut stellt eine Grenzfläche zwischen der Umwelt und dem Inne-
ren des Körpers dar. Sie ist die erste Barriere gegen kontinuierlich eingeatmete Sub-
stanzen wie beispielsweise Pathogene und Allergene und begrenzt den Grad anti-
gener Stimulation der sich im Körper befindlichen Immunzellen. Die Barrierefunktion 
wird über mechanische und immunologische inklusive chemischer Mechanismen 
vermittelt. 
Das nasale Epithel (Abb. 1) ist als mehrreihiges Flimmerepithel aufgebaut und 
besteht aus einer dem Lumen am weitesten entfernt liegenden Basalmembran, der 
Basalzellen aufsitzen, die keinen Kontakt zur Epitheloberfläche haben. Die darüber 
liegende Epithelschicht selbst besteht vorwiegend (bis 70 %) aus zilienlosen und zu 
20 - 50 % zilientragenden Epithelzellen sowie zu 5 - 15 % aus Becherzellen [1]. Eine 
10 - 15 μm dicke Mukusschicht bedeckt die zilientragenden Zellen und füllt auch die 
Zwischenräume zwischen den Zilien aus [2;3]. Die zilientragenden Zellen sind für die 
mukoziliäre Clearance verantwortlich und die Becherzellen produzieren zusammen 
mit den submukösen Drüsen die Mukusschicht.  
Unter der mukoziliären Clearance wird die Reinigung der oberen und unteren Atem-
wege durch das Zusammenspiel von Mukus und dem Zilienschlag des Flimmer-
epithels verstanden [1]. Die Anzahl, Struktur und die koordinierte Bewegung der 
Zilien spielen dabei eine ebenso große Rolle wie die Menge, Viskosität und Eigen-
schaften des Mukus [1;4]. Die inhalierten Partikel adhärieren an den Mukus und wer-
den über den gerichteten Zilienschlag rachenwärts transportiert, von wo sie ver-
schluckt werden [5]. Das Sekret besteht zu 90 % aus Wasser sowie Elektrolyten, 
Glykoproteinen und antimikrobiellen Substanzen wie z.B. Lysozym, Lactoferrin, 
antimikrobiellen Peptiden (AMP) und sekretorischem Immunglobulin A (sIgA) [1;6]. 
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Abb. 1: Der Aufbau des nasalen Epithels. Zilientragende Epithelzellen (1), Basalzellen (2), Becher-
zellen (3) und zilienlose Epithelzellen (4) bilden die Epithelschicht. Sie sind durch tight junctions, Des-
mosomen und gap junctions miteinander verknüpft.  
Die mechanische Barriere von Epithelien entsteht durch die Ausbildung von Zell-Zell-
Verbindungen (Desmosomen, Adhäsionsverbindungen, tight junctions und gap junc-
tions). Diese Zell-Zell-Verbindungen konnten auch für das nasale Epithel nachgewie-
sen werden [7-9]. Desmosomen und Adhäsionsverbindungen halten das Epithel 
durch mechanische Verknüpfung zusammen und bestehen aus Transmembranpro-
teinen der Cadherinfamilie, welche extrazellulär die benachbarten Zellen miteinander 
verbinden und intrazellulär über Adapterproteine mit dem Cytoskelett interagieren 
[10]. Tight junctions trennen die apikale von der basolateralen Oberfläche und eta-
blieren dadurch die Zellpolarität [7]. Zudem verschließen tight junctions den Zellzwi-
schenraum und regulieren damit den parazellulären Fluss an Wasser, Ionen und 
gelösten Stoffen [11]. Gap junctions hingegen dienen der Kommunikation von Zellen 
miteinander. Sie bestehen aus Connexinen und vermitteln den Austausch von Ionen 
und Molekülen kleiner als 1 kDa zwischen benachbarten Zellen [12]. 
Lange wurde das Epithel nur als passive mechanische Barriere angesehen, aber 
neuere Studien belegen, dass es ein erstaunlich aktiver Teilnehmer der angeborenen 
Immunität der Atemwege ist [13]. Als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr 
umfasst die Epithelschicht Mustererkennungs-Rezeptoren für die Erkennung patho-
gener Strukturen von Mikroorganismen, Pilzen und Viren [14] sowie chemische Kom-
ponenten wie antimikrobielle Peptide [15] und zelluläre Komponenten wie neutrophile 
Granulozyten, Makrophagen und dendritische Zellen (Abb. 2). 
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Abb. 2: Angeborene Immunabwehr der nasalen Schleimhaut. Über Mustererkennungs-Rezepto-
ren (PRR) werden Mikroorganismen (MOs) vom Epithel erkannt (1). Als Reaktion werden Cyto- und 
Chemokine ausgeschüttet (2), welche auch die Zellen der adaptiven Immunantwort in das Geschehen 
einbinden. Zudem findet eine Kommunikation mittels kostimulatorischer Moleküle statt. Zur Eindäm-
mung und Abtötung der Mikroorganismen werden antimikrobiell wirksame Substanzen (AMP und sek-
retorisches IgA) von den Epithelzellen, den serösen (sD) und mukösen (mD) Drüsenzellen und den 
Effektorzellen wie Makrophagen und Neutrophilen sezerniert (3). Makrophagen und Neutrophile elimi-
nieren zudem mittels Phagozytose die Mikroorganismen (4). Zusätzlich werden inhalierte Partikel und 
Mikroorganismen mittels mukoziliärer Clearance entfernt (5). Abb. in Anlehnung an [22;23]. 
Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptor, PRR) sind evolutionär 
sehr alte Rezeptoren, die hoch konservierte mikrobielle Strukturen [pathogen asso-
ciated molecular patterns (PAMPs)] erkennen [16]. Beispiele für PAMPs sind Lipo-
polysaccharide, Lipoteichonsäure (LTA), Peptidoglykan, bakterielle Desoxyribonuk-
leinsäure (DNA) sowie doppelsträngige Ribonukleinsäure (RNA) [16]. Die am besten 
charakterisierte Klasse der Mustererkennungs-Rezeptoren ist die Familie der Toll-
like-Rezeptoren (TLR). Alle zehn bekannten humanen TLRs werden von nasalen 
Epithelzellen exprimiert [17;18]. Die nucleotide-binding oligomerisation domain 
(NOD)-Proteine NOD1 und NOD2, welche Peptidoglykan-Derivate erkennen, 
kommen intrazellulär im Cytoplasma nasaler Epithelzellen vor [19]. Die Aktivierung 
von Mustererkennungs-Rezeptoren durch PAMPs induziert über eine Signalkaskade 
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die Synthese von Cytokinen und antimikrobiellen Substanzen zur Abwehr der 
Pathogene [16].  
Den Übergang zum adaptiven Immunsystem bildet schließlich die Kommunikation 
der Epithelzellen mit den Zellen der adaptiven Immunantwort über die Ausschüttung 
von Cytokinen und die Interaktion mittels Rezeptoren [20;21]. Epithelzellen können 
über Oberflächenmoleküle wie B7, welche als kostimulatorische Moleküle die Akti-
vierung von T-Zellen regulieren, mit dem adaptiven Immunsystem kommunizieren. 
Mit Cytokinen wie dem B-Zell-aktivierendem Faktor der TNF-Familie (BAFF), thymic 
stromal lymphopoietin (TSLP) und Interferon (IFN)-γ aktivieren und regulieren sie 
dendritische Zellen, B- und T-Zellen. Die Sekretion von Chemokinen lockt die Zellen 
des adaptiven Immunsystems an und ermöglicht deren Migration. Bei Versagen der 
Komponenten dieses Abwehrsystems oder der Fähigkeit, die Homöostase aufrecht 
zu erhalten, resultiert ein chronisch entzündlicher Prozess [15]. Bei chronisch ent-
zündlichen Erkrankungen, die sich an Grenzflächen manifestieren, wie chronischer 
Rhinosinusitis (CRS), atopischer Dermatitis (AD) und Morbus Crohn (M. Crohn) hat 
dies zur Hypothese einer Barrierestörung geführt.  
2 Aspekte bekannter Grenzflächenerkrankungen 
Bei den sogenannten Grenzflächenerkrankungen handelt es sich um multifaktorielle 
Krankheiten, die sich an verschiedenen Grenzflächen wie z.B. der Darmschleimhaut 
bei M. Crohn, der Haut bei AD oder dem respiratorischen Epithel bei CRS manifestie-
ren [22;24;25]. Defekte der mechanischen oder immunologischen Barriere werden 
als Ursache postuliert, die sich auf das antimikrobielle Abwehrsystem auswirken [26]. 
Diese Defekte können auf genetischer Ebene in Form von Mutationen oder Verwen-
dung besonderer Allele oder auf transkriptioneller und / oder regulatorischer Ebene 
bei der Genexpression mittels epigenetischer Modifikation [27] oder auf Proteinebene 
z.B. durch falsche Faltung oder unzureichende Glykosylierung auftreten. Sie können 
als genetische Defekte von Geburt an vorliegen oder erst im Verlauf des Lebens 
erworben werden [28;29]. Sie wirken als endogene Faktoren prädisponierend und 
initiieren im Zusammenspiel mit exogenen Faktoren auf noch ungeklärte Weise die 
Ausbildung der Krankheit [22;24;25]. Dosis und Kombination der zu Grunde liegen-
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den Faktoren scheinen dabei den Schweregrad sowie die Wahrscheinlichkeit zu 
bestimmen, die Erkrankung zu entwickeln [24;29].  
Insbesondere gilt die AD als Modellerkrankung einer durch veränderte Expression 
epidermaler Strukturproteine beeinträchtigten mechanischen Barriere. Eindrucksvoll 
ist dies durch den Nachweis der loss of function-Mutationen im FLG-Gen gezeigt 
worden, welches Profilaggrin (einen Precursor von Filaggrin) kodiert [30]. Eine redu-
zierte Filaggrin-Menge bei AD-Patienten führt zu einer reduzierten Fähigkeit der 
Keratinozyten, Wasser halten zu können, was die Elastizität und mechanische Resi-
stenz der Haut beeinträchtigt [31;32]. Dies erhöht das Risiko des Eindringens von 
Allergenen, wahrscheinlich durch die Entstehung von Lücken zwischen den ge-
schrumpften Keratinozyten [24].  
Eine Beeinträchtigung der immunologischen Barriere liegt bei M. Crohn mit 
Polymorphismen im CARD15-Gen vor, welches den NOD2 Rezeptor kodiert [33;34]. 
Eine Vielzahl der Mutationen sind im Bereich der leucine-rich-repeat (LRR)-Domäne 
gefunden worden, wodurch die Erkennung des Liganden verhindert sowie die 
Fähigkeit reduziert ist, den Transkriptionsfaktor Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NFκB) als Antwort auf Stimulation mit beispiels-weise 
dem Liganden Muramyldipeptid zu aktivieren [35]. Diese Beeinträchtigung von NOD2 
könnte somit zu einem komplexen Defekt führen, der ein erleichtertes Eindringen von 
Mikroorganismen durch eine beeinträchtigte Bakterienerkennung und reduzierte 
epitheliale Immunantwort ermöglicht.  
Als exogene Faktoren sind z.B. bestimmte Mikroorganismen, Veränderungen der 
Normalflora oder Allergene anzusehen. Sie modulieren zusammen mit endogenen 
Faktoren die Ausprägung und den Verlauf der Krankheit, sind aber nicht als primäre 
ätiologische Agenzien anzusehen [29;36]. Staphylococcus aureus (S. aureus) wird 
eine mögliche Rolle bei der Pathogenese von CRS und AD zugesprochen [37;38]. 
Adhärent-invasive Escherichia coli und eine Veränderung der Normalflora bzw. eine 
geringere Diversität werden als exogene Faktoren bei M. Crohn diskutiert [25;36].  
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3 Die Entzündungsantwort 
Der Ablauf einer Entzündung kann in vier Phasen eingeteilt werden: Erkennung des 
infektiösen Agens, Rekrutierung von Immunzellen zum Entzündungsherd (Abb. 3), 
Beseitigung des auslösenden Agens und schließlich Auflösung der Entzündung und 
Übergang zur Homöostase [39]. 
 
Abb. 3: Rekrutierung neutrophiler Granulozyten zur Entzündung. 1. Auf die Erkennung der Bakte-
rien werden von den Epithelzellen und Makrophagen Entzündungsmediatoren wie IL-8 ausgeschüttet. 
2. Ein Konzentrationsgradient an IL-8 lockt neutrophile Granulozyten an. 3. Im Blutgefäß kommt es 
durch eine verstärkte Expression von Adhäsionsmolekülen zu einer rollenden Adhäsion der neutro-
philen Granulozyten. Die Bindung von IL-8 an seinen Rezeptor bewirkt eine Konformationsänderung 
von Integrinen und erlaubt die feste Bindung an ICAM-1. Die Bindung an CD31 ermöglicht den Durch-
tritt durch das Endothel und schließlich die Migration an den Entzündungsort. Abb. in Anlehnung an 
[42] und unter Berücksichtigung von [43]. 
Die Entzündung wird durch Induktoren wie z.B. Signale beschädigter Gewebe, Mikro-
organismen, Allergene oder Fremdkörper ausgelöst [40]. Mikroorganismen werden 
von den Zellen der angeborenen Immunabwehr, in erster Linie gewebsresidente 
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Makrophagen, Mastzellen, dendritische Zellen aber auch Epithelzellen, über Muster-
erkennungs-Rezeptoren erkannt. Dadurch werden Phagozyten aktiviert und eine Sig-
nalkaskade ausgelöst, die zur Produktion einer Vielzahl verschiedener Entzün-
dungsmediatoren, wie z.B. Cyto- und Chemokinen, vasoaktiven Aminen und 
Lipidmediatoren führt [40]. Viele dieser Entzündungsmediatoren üben Effekte auf die 
Gefäße aus (z.B. Gefäßerweiterung und erhöhte Permeabilität) oder dienen der 
Rekrutierung von Leukozyten [40]. So hat das für diese Arbeit relevante Chemokin 
Interleukin-8 (IL-8, CXCL8) u.a. chemotaktische Wirkung auf neutrophile 
Granulozyten [41]. 
Die Aktivierung des Endothels der Blutgefäße durch proinflammatorische Cytokine 
wie Tumornekrosefaktor (TNF)-α und IL-1 führt zu einer verstärkten Expression von 
Adhäsionsmolekülen wie Selektinen und Mitgliedern der Immunglobulinsuperfamilie 
(z.B. intracellular adhesion molecule 1 - ICAM-1) auf den Endothelzellen [42]. Die im 
Blutstrom zirkulierenden Leukozyten erkennen den chemotaktischen Reiz über ihre 
Rezeptoren, werden von den Selektinen reversibel gebunden und rollen so am Endo-
thel entlang. Diese zunächst lockeren Bindungen werden in feste Bindungen über-
führt, wenn die Leukozyten mit den auf ihrer Zelloberfläche befindlichen, durch die 
Cytokine aktivierten Integrinen an die ICAM-1-Moleküle des Endothels binden [42]. 
Weitere Bindungen an Adhäsionsmoleküle in den Zwischenräumen der Endothel-
zellen (wie CD31) ermöglichen den Leukozyten den Austritt aus der Blutbahn (Diape-
dese) [42]. 
Von einem chemotaktischen Konzentrationsgradienten (z.B. IL-8) geleitet, migrieren 
sie in geordneter Reihenfolge (primär neutrophile Granulozyten, sekundär Mono-
zyten) durch das Gewebe zum Entzündungsherd [39]. Hier werden die neutrophilen 
Granulozyten durch den direkten Kontakt mit den Mikroorganismen oder durch Cyto-
kine wie TNF-α aktiviert. Sie phagozytieren alle erreichbaren Mikroorganismen oder 
setzen den Inhalt ihrer Granula frei, um die Mikroorganismen abzutöten [41]. Die 
Granula enthalten u.a. reaktive Sauerstoff-Spezies und verschiedene Enzyme, die 
nicht nur auf Mikroorganismen wirken, sondern auch Schäden im Gewebe verur-
sachen [39]. 
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An eine erfolgreiche Entzündungsantwort mit der Eliminierung des auslösenden 
Agens schließt sich die Phase der Auflösung der Entzündung und der Reparatur an, 
welche hauptsächlich von gewebsresidenten und neu rekrutierten Makrophagen 
vermittelt wird [44]. Hier findet ein Wechsel in der Ausschüttung der Lipidmediatoren 
von proinflammatorischen Prostaglandinen zu anti-inflammatorischen Lipoxinen statt 
[40]. Lipoxine stoppen den Influx neutrophiler Granulozyten und fördern die Aufnah-
me apoptotischer neutrophiler Granulozyten durch Makrophagen [39]. Zusätzlich sind 
weitere Lipidmediatoren wie Resolvine und Protektine sowie Wachstumsfaktoren wie 
transforming growth factor-β (TGF-β) an der Auflösung der Entzündung beteiligt und 
initiieren die Gewebsneubildung [44;45]. 
Bei Versagen des geregelten Ablaufs der akuten Entzündungsantwort bis zur Termi-
nierung persistiert der entzündliche Prozess und erwirbt neue Charakteristika. Das 
Infiltrat aus neutrophilen Granulozyten wird durch Makrophagen ersetzt und im Falle 
von Infektionen auch durch T-Zellen [40]. Wenn die kombinierten Effekte dieser Zel-
len weiterhin unzureichend sind, das auslösende Agens zu entfernen, entsteht ein 
chronisches Stadium mit der Bildung von Granulomen und tertiären lymphoiden Ge-
weben [46;47]. Die Granulombildung ist dabei der Versuch, das auslösende Agens 
einzuhüllen und somit den Wirt zu schützen [47]. 
Bei der Granulomatose mit Polyangiitis (GPA, Wegener) besteht das Granulom u.a. 
aus T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und Makrophagen sowie mehrkernigen Riesen-
zellen (entstanden aus der Fusion von Makrophagen [47]) und neutrophilen Granulo-
zyten [48]. 
4 Die GPA - eine Grenzflächenerkrankung? 
Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist eine seltene, komplexe Autoimmuner-
krankung, die zur Gruppe der primären Kleingefäß-Vaskulitiden gehört. Erstmals wur-
de im Jahre 1931 von H. Klinger über einen Patienten mit destruierender Sinusitis, 
Nephritis und Vaskulitis berichtet [49]. Im Jahre 1939 wurde die Erkrankung von 
Friedrich Wegener als „eigenartige rhinogene Granulomatose mit besonderer Beteili-
gung des Arteriensystems und der Nieren“ von der Panarteriitis nodosa abgegrenzt 
und als eigenständige Entität beschrieben [50]. Kürzlich wurde die zuvor als „Wege-
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ner’sche Granulomatose“ [51] bekannte Krankheit in Granulomatose mit Polyangiitis 
(Wegener) umbenannt [52]. 
Die jährliche Inzidenz der GPA wird mit 8-20 Erkrankten pro 1 Million Einwohner 
angegeben [53-55]. Sie kann in jedem Alter auftreten. Die Erstdiagnose erfolgt je-
doch häufig bei 40- bis 60-jährigen Patienten, wobei Männer und Frauen etwa gleich 
häufig betroffen sind [56;57].  
Charakteristisch für die GPA ist eine chronische nekrotisierende, granulomatöse Ent-
zündung des oberen und unteren Respirationstraktes mit nekrotisierender Vaskulitis 
der kleinen und mittleren Blutgefäße und das Auftreten spezifischer, gegen Proteina-
se 3 (PR3) gerichteter anti-Neutrophiler cytoplasmatischer Antikörper (ANCA) [58]. 
ANCA stellen eine Gruppe von Auto-Antikörpern mit verschiedenen Antigen-Spezifi-
täten dar. Sie sind vorwiegend gegen Enzyme gerichtet, die in den azurophilen Gra-
nula neutrophiler Granulozyten lokalisiert sind. Durch indirekte Immunfluoreszenz-
Färbung lassen sich in diesen Zellen C-ANCA mit einem diffusen cytoplasmatischen 
[59] von P-ANCA mit einem perinukleären Fluoreszenzmuster [60] unterscheiden. Als 
Zielantigene wurden überwiegend PR3 für die C-ANCA [61] und vornehmlich die 
Myeloperoxidase für die P-ANCA identifiziert [60]. Hohe oder steigende ANCA-Titer 
sind häufig mit Rezidiven assoziiert [62;63].  
Die GPA existiert als auf den oberen Respirationsstrakt beschränkte, lokalisierte Er-
krankung (5 % aller GPA-Patienten [64]), geht aber in den meisten Fällen nach einer 
variablen Zeitspanne in ein generalisiertes Stadium (oft mit Lungen- und Nieren-
beteiligung) über. Bei bis zu 80 % aller GPA-Patienten ist die nasale Mukosa im Ver-
lauf der Erkrankung involviert, oft als bevorzugter Ort der Erstmanifestation [65;66]. 
4.1 Pathophysiologische Vorstellungen zur Krankheitsentstehung 
Zur Frühpathogenese der GPA existieren verschiedene Hypothesen. Nach der 
ANCA-Cytokin-Sequenztheorie ist die Interaktion zwischen den ANCA, den neutro-
philen Granulozyten und dem Endothel zentraler Bestandteil der Krankheitsentste-
hung und induziert die Vaskulitis (Abb. 4, [67;68]). Demgegenüber steht die Hypothe-
se, dass die Krankheitsentstehung nicht primär über die Vaskulitis verläuft, sondern 
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im Respirationstrakt über eine fehlgeleitete zelluläre Immunantwort auf ein endo- 
oder exogenes Antigen beginnt (Abb. 5, [68;69]). Beide Hypothesen werden im 
Folgenden eingehend erläutert. 
4.1.1 ANCA-Cytokin-Sequenztheorie 
Das Zielantigen PR3 befindet sich innerhalb der azurophilen Granula neutrophiler 
Granulozyten sowie in den monozytären Lysosomen [70] und ist somit für im Blut-
strom zirkulierende Autoantikörper unter physiologischen Bedingungen nicht zugäng-
lich. Folglich kann eine Interaktion der ANCA mit ihrem Zielantigen nur dann zustan-
de kommen, wenn die Antigene vom Zellinneren auf die Zelloberfläche transloziert 
werden. In vitro erfolgt eine solche Antigen-Translokation nach Stimulation neutrophi-
ler Granulozyten mit geringen Mengen proinflammatorischer Cytokine [71]. Dieser 
Vorgang wird als Priming bezeichnet. Neben dieser durch Cytokine induzierten PR3-
Membranexpression existiert jedoch auch eine geringe basale PR3-Expression auf 
der Zellmembran neutrophiler Granulozyten. Bei Patienten mit aktiver GPA ist diese 
erhöht und korreliert mit der Rezidivrate [72;73].  
 
Abb. 4: Modell der ANCA-Cytokin-Sequenztheorie. Darstellung der potentiellen Rolle der ANCA bei 
der Pathogenese der systemischen Vaskulitis (in Anlehnung an Sarraf und Sneller, 2005 [68]). 
Im Rahmen einer Antwort auf einen lokalen Entzündungsreiz kommt es ebenfalls 
durch proinflammatorische Cytokine zu einem Priming neutrophiler Granulozyten. 
  I Einleitung 
11 
 
Während diese unter physiologischen Umständen (also in Abwesenheit von ANCA) 
jedoch aus den Gefäßen auswandern und erst am Entzündungsort ihre volle Aktivität 
mit der Freisetzung toxischer Substanzen aus den Granula erreichen, erfolgt in An-
wesenheit von ANCA ihre Aktivierung schon während der Diapedese, da die ANCA 
an das auf der Oberfläche der geprimten neutrophilen Granulozyten befindliche PR3 
binden [74-76]. Die dabei freigesetzten Substanzen führen zur Schädigung der Endo-
thelzellen [76] und lösen die Entstehung fibrinoider Gefäßwandnekrosen [77;78] aus.  
4.1.2 Fehlgeleitete zelluläre Immunantwort im Respirationstrakt 
Eine Barrierestörung des respiratorischen Epithels führt u.a. zu einer Besiedlung mit 
S. aureus und zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. Aus diesen freigesetzte 
PR3 aktiviert dendritische Zellen mit konsekutiver Expansion von Effektor-Gedächt-
nis-T-Zellen (TEM) und Granulombildung. TEM erhalten die chronisch granulomatöse 
Entzündung aufrecht und fördern die Ausbildung ektoper lymphatischer Gewebe in 
den granulomatösen Läsionen. Hieraus resultiert die Bildung von PR3-ANCA durch 
autoreaktive Plasma-Zellen, welche die autoimmune Vaskulitis induzieren [69]. Zu 
den prädisponierenden Elementen gehören u.a. endogene genetische oder epige-
netische und exogene Faktoren, wie in den nachfolgenden Abschnitten ausgeführt.  
 
Abb. 5: TEM als treibende Kraft der Granulomentstehung. Endogene und exogene Faktoren bedin-
gen eine Barrierestörung des respiratorischen Epithels mit konsekutiver chronisch-granulomatöser 
Entzündung und Ausbildung tertiärer lymphatischer Strukturen sowie Reifung von B-Zellen (in Anleh-
nung an Lamprecht et al., 2006 [69]). 
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4.2 Genetische und epigenetische Einflussfaktoren  
Bei der Entwicklung der GPA wird davon ausgegangen, dass genetische Aspekte zur 
Pathogenese beitragen. Als multifaktorielle Krankheit ist dieser Einfluss polygen und 
jeder Anteil trägt zum Krankheitsrisiko bei [79]. Eine Vielzahl an Kandidaten-Gen-An-
sätzen wurde bislang angewendet, um die relevanten Gene zu identifizieren und eine 
erste genomweite Assoziationsstudie befindet sich derzeit in der Auswertung [80]. 
Assoziationen von Allelen bzw. Haplotypen der humanen Leukozyten-Antigen (HLA)-
Region wurden für viele Autoimmunerkrankungen beschrieben [81]. Bei der GPA exi-
stiert eine starke Assoziation mit dem HLA-Allel DPB1*0401 auf Chromosom 6p21.3 
[82]. Dieses Allel ist bei der GPA deutlich überrepräsentiert und mit einem positiven 
Autoantikörperstatus assoziiert [83;84]. Bestimmte HLA-Allele führen offenbar zu 
einer Konfiguration der Peptide des Haupthistokompabilitätskomplexes, welche die 
Präsentation distinkter (Auto-) Antigene erleichtern [80]. Neben den nachfolgend er-
läuterten genetischen Assoziationen bei der GPA ist HLA-DPB1 der am stärksten mit 
der Krankheit assoziierte Genlokus [79;81]. 
Das PTPN22*620 W-Allel wurde auch für andere Autoimmunerkrankungen als Risi-
kofaktor identifiziert und kommt vorwiegend bei ANCA-positiven GPA-Patienten in 
erhöhter Frequenz vor [85;86]. Das Gen PTPN22 kodiert eine Tyrosinphosphatase, 
die u.a. in T-Zellen exprimiert wird und die Signaltransduktion über den T-Zellrezep-
tor inhibiert [85]. Der Austausch von Arginin zu Tryptophan an der Position 620 
(PTPN22*620 W) bewirkt eine verminderte T-Zell-Signaltransduktion, wobei bisher 
nicht genau verstanden ist, wie diese Mutation zur Autoimmunität beiträgt [85]. 
Bei der GPA wurde ein erhöhtes Auftreten des Defizienzallels Pi*Z des α-1-Antitryp-
sin-Gens beobachtet [87-90]. α-1-Antitrypsin wird von einem polymorphen Gen mit 
über 75 Allelen kodiert, welche zur Ausbildung eines stark, mittel oder nicht beein-
trächtigten Proteaseinhibitor-Phänotyps beitragen. Die beiden elterlichen Allele wer-
den kodominant exprimiert, der Grad einer Defizienz wird durch verschiedene Kombi-
nationen der Defizienzallele bestimmt. Dabei trägt das Z-Allel zu dem stark 
beeinträchtigten Phänotyp bei [89]. Da α-1-Antitrypsin das Autoantigen der GPA, die 
Proteinase 3, inhibieren kann [91], könnte sich eine eingeschränkte Funktion dieses 
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Inhibitors negativ auswirken, indem es die „Verfügbarkeit“ von PR3 erhöht, was mit 
einer erhöhten Rezidivrate in Verbindung gebracht wurde [92]. Eine weitere Studie 
mit homozygoten Pi*ZZ-Trägern bei verschiedenen Krankheiten zeigte jedoch, dass 
die meisten von ihnen nicht an einer Vaskulitis erkrankt sind [93]. Dementsprechend 
ist eine α-1-Antitrypsin-Defizienz nicht ausreichend, eine ANCA-positive Vaskulitis zu 
induzieren, sondern stellt nur einen weiteren Amplifikationsfaktor dar. Weitere 
Studien zu Leukozyten-Adhäsionsmolekülen, Cytokinen, Fcγ-Rezeptoren und an-
deren entzündungsrelevanten Proteinen wurden durchgeführt, konnten aber nur 
widersprüchliche Ergebnisse oder keine Assoziationen zeigen [79;81;94]. 
Unter Epigenetik werden Mechanismen verstanden, die stabile Veränderungen der 
Genexpression verursachen, ohne jedoch die Nukleotidsequenz zu beeinflussen 
[95]. Gegenwärtig sind drei verschiedene Mechanismen epigenetischer Modifikation 
bekannt: DNA-Methylierung, Histon-Modifikationen und RNA-Interferenz [96]. In einer 
Studie von Ciavatta et al. konnte gezeigt werden, dass die Histon-Modifikation und 
die DNA-Methylierung in die erhöhte Expression von PR3 und MPO bei ANCA-asso-
ziierten Vaskulitis-Patienten involviert sind [97]. Die Trimethylierung des Histons H3 
am Lysin 27 (H3K27me3) supprimiert die Gentranskription [98]. In neutrophilen Gra-
nulozyten ANCA-assoziierter Vaskulitis-Patienten ist die Menge von H3K27me3 an 
den PR3- und MPO-Genen verringert. Der Transkriptionsfaktor RUNX3 (Runt-related 
transcription factor 3) reprimiert die Expression von PR3 und MPO. In neutrophilen 
Granulozyten ANCA-assoziierter Vaskulitis-Patienten liegt jedoch eine DNA-Hyper-
methylierung der Promotorregion dieses Transkriptionsfaktors vor, die dessen Ex-
pression supprimiert. Diese beiden Mechanismen sorgen dafür, dass die Gene im 
Vergleich zu gesunden Kontrollen, bei welchen die Transkription „ausgeschaltet“ 
(silenced state) ist, abnorm transkribiert werden. Eine mögliche Folge eines solchen 
fehlerhaften gene silencing kann die Transkription des Autoantigen-Gens von beiden 
DNA-Strängen sein, wodurch auch Anti-Sense-Transkripte und entsprechend kom-
plementäre Autoantigene entstehen können [99] (siehe auch Abschnitt I 4.5). 
4.3 Mechanische Barriere 
Bei der GPA gibt das Vorliegen einer Verdickung der Mukosa der Nasenhaupthöhle 
und -nebenhöhlen [100;101] einen Hinweis auf eine Beeinträchtigung der strukturel-
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len Integrität des nasalen Epithels. Eine erhöhte Permeabilität des nasalen Epithels 
oder Veränderungen von Protease-Konzentrationen und ihrer Inhibitoren sind aus 
der Literatur für die GPA nicht bekannt. Ebenso wenig existieren Studien zu Zell-Zell-
Verbindungen des nasalen Epithels. Ein bedeutender Aspekt der mechanischen Bar-
riere ist die mukoziliäre Clearance. Bei GPA-Patienten ist die Schlagfrequenz der Zili-
en nasaler Epithelzellen im Gegensatz zu gesunden Kontrollpatienten und an ande-
ren Autoimmunerkrankungen leidenden Patienten signifikant erniedrigt und somit die 
ziliäre Funktion stark beeinträchtigt. Dies könnte zu einem prolongierten Kontakt 
potenziell schädigender inhalierter Agenzien mit dem Epithel führen [4]. 
4.4 Immunologische Barriere  
Erste Hinweise auf Veränderungen der angeborenen Immunität bei GPA-Patienten 
geben Studien, die sich mit TLRs befassen [102]. In vitro können periphere mono-
nukleäre Zellen des Blutes von GPA-Patienten mit CpG-reicher DNA und IL-2 zur 
Synthese von PR3-ANCA stimuliert werden [103]. Da CpG ein TLR9-Ligand ist, wird 
von den Autoren eine TLR9-assoziierte ANCA-Produktion vorgeschlagen. Des Weite-
ren konnte eine erhöhte Expression von TLR 2, 4 und 9 auf zirkulierenden Leukozy-
ten von ANCA-assoziierten Vaskulitis-Patienten beobachtet werden, zu denen auch 
die GPA-Patienten gehören [104]. Da keine Erkenntnisse zu TLRs des nasalen Epi-
thels vorliegen, geben die Studien nur indirekte Hinweise auf mögliche Veränderun-
gen und legen die Hypothese nahe, mögliche Veränderungen der TLR-Expression 
des nasalen Epithels zu untersuchen. Zu den NOD-like-Rezeptoren (NLR) liegen 
keine Studien vor, die eine Beeinträchtigung bei der GPA aufzeigen. Die bei Morbus 
Crohn bekannten Polymorphismen im NOD2-Gen sind nicht mit der GPA assoziiert 
[105].  
In Hinblick auf antimikrobiell wirksame Substanzen konnte gezeigt werden, dass die 
Konzentrationen von Defensinen (humanes β-Defensin hBD-2 und humane Peptide 
aus Neutrophilen HNP1-3) im Serum sowie in bronchoalveolärer Lavage bei GPA-
Patienten erhöht sind, was eine Rolle von α- und β-Defensinen bei der Pathogenese 
der GPA nahelegt [106;107]. Bezogen auf das nasale Epithel liegen zurzeit keine 
Studien zu antimikrobiell wirksamen Substanzen vor.  
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Epithelzellen können über Rezeptoren und kostimulatorische Moleküle sowie Cyto- 
und Chemokine mit den Zellen der adaptiven Immunantwort kommunizieren. Studien 
zu Veränderungen von Rezeptoren oder kostimulatorischen Molekülen des nasalen 
Epithels von GPA-Patienten liegen nicht vor. Die Konzentration an BAFF, der auch 
von nasalen Epithelzellen gebildet werden kann [108], ist im Serum von GPA-Patien-
ten erhöht [109;110]. Dieser Faktor ist ein wichtiges Molekül der Kommunikation von 
Epithelzellen mit B-Zellen [21] und könnte die Produktion von Autoantikörpern durch 
verlängertes Überleben und Proliferieren von B-Zellen beeinflussen [109] und damit 
zur Pathogenese der GPA beitragen. In diesen Zusammenhang könnte auch die bei 
Leukozyten von GPA-Patienten erhöhte Expression des sekretorischen Leukozyten-
proteinaseinhibitors (SLPI) [111] eingeordnet werden, da BAFF hauptverantwortlich 
für den Klassenwechsel der Antikörper ist und dieser Vorgang durch SLPI reguliert 
wird [112]. Fraktalkin vermittelt die Kommunikation von Epithelzellen und dendriti-
schen Zellen und sorgt so dafür, dass die Ausläufer intraepithelialer dendritischer 
Zellen zwischen den Epithelzellen hindurch ins Lumen hinein reichen, um antigenes 
Material von der Oberfläche zu sammeln [21]. Fraktalkin konnte in der nasalen Muko-
sa detektiert werden [113] und ist im Plasma von GPA-Patienten erhöht [114]. Dies 
könnte einen weiteren Hinweis auf eine eventuell veränderte Kommunikation von 
Epithelzellen mit anderen Zellen geben, auch wenn direkte Untersuchungen zu nasa-
len Epithelzellen bislang noch fehlen. 
Das Cytokinmuster der nasalen Mukosa ist bislang wenig untersucht. In den nasalen 
Granulomen scheint es in Abhängigkeit vom Krankheitsstadium zu variieren. Bei der 
lokalisierten GPA herrscht das TH1-Profil [48], bei der generalisierten GPA hingegen 
das TH2-Profil [115] vor. Die grobe Unterscheidung in TH1- und TH2-Profil beruht auf 
den von unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen freigesetzten Cytokinen (TH1: 
IFN-γ, IL-12, IL-2; TH2: IL-4, IL-5), die den Reaktionstyp und die weitere 
Immunantwort bestimmen [116]. 
4.5 Exogene Faktoren 
S. aureus scheint ein für die Pathogenese der GPA wichtiger exogener Faktor zu 
sein. So haben epidemiologische Studien deutlich höhere nasale Besiedlungsraten 
mit diesem Keim bei GPA-Patienten (60 - 82 %) im Vergleich zu gesunden Kontrollen 
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(25 %) gezeigt und die chronische nasale Besiedlung mit S. aureus stellt einen Risi-
kofaktor für das Auftreten von Rezidiven dar [117-119]. Zudem ist sie mit einer höhe-
ren Krankheitsaktivität in der Nase assoziiert [117]. In einer Studie von Richter et al. 
konnte in der bronchoalveolären Lavage (BAL) von GPA-Patienten im Gegensatz zu 
gesunden Kontrollen häufiger ein Wachstum von Pathogenen (insbesondere von 
S. aureus) festgestellt werden. Zudem waren die meisten der S. aureus-BAL-positi-
ven GPA-Patienten gleichzeitig nasal mit S. aureus kolonisiert [120].  
Das Auffinden S. aureus-spezifischer adaptiver Immunantworten gibt weitere Hin-
weise auf eine mögliche pathophysiologische Rolle dieses Bakteriums bei der GPA. 
So üben staphylokokkale Superantigene eine stark stimulierende Wirkung auf Im-
munzellen aus [z.B. Toxic-Shock-Syndrom-Toxin-1 (TSST-1) auf T-Zellen und Pro-
tein A auf B-Zellen]. Für GPA-Patienten konnte ein Zusammenhang der nasalen 
Besiedlung insbesondere mit TSST-1-positiven S. aureus-Stämmen und dem Auftre-
ten von Rezidiven gezeigt werden [121]. Voswinkel et al. konnten in nasalen Granu-
lomen lymphoide Infiltrate mit über 30 % B-Zellen nachweisen. Zudem wurde in die-
sen Biopsien das Genrepertoire der variablen Region der schweren Kette (VH, 
variable heavy chain) von Immunglobulinen analysiert, welches eine Prädominanz 
von B-Zellen der VH3-Familie mit Affinität sowohl zu PR3 als auch zu Protein A von 
S. aureus andeutet. Diese Granulome könnten somit lymphoide Strukturen darstel-
len, in denen die Produktion von Autoantikörpern durch mikrobielles Einwirken lokal 
hervorgerufen wird [122;123]. Zudem wurde eine S. aureus-Spezifität bei T-Zell-
Klonen aus peripheren Blutlymphozyten von GPA-Patienten aufgefunden [124].  
Weitere Mikroorganismen könnten ebenfalls in die Pathogenese der GPA involviert 
sein. Eine mögliche pathologisch relevante Rolle gram-negativer Bakterien bei der 
Entstehung der für die GPA bedeutsamen ANCA wird durch den kürzlich entdeckten 
Autoantikörper gegen das lysosomale Membranprotein 2 (LAMP-2) deutlich. Eines 
der erkannten Epitope zeigt eine 100 %-ige Homologie zu FimH, einem Adhäsin der 
Fimbrien gram-negativer Bakterien wie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und 
Proteus mirabilis. Zudem konnte sowohl eine Interaktion beider Strukturen als auch 
eine der Antikörperbildung vorausgehende Infektion mit fimbrientragenden Mikroor-
ganismen bei den betroffenen Patienten nachgewiesen werden. Daraufhin wurde die 
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Hypothese einer FimH-bedingten Synthese von Autoantikörpern gegen LAMP-2 über 
molekulares Mimikry vorgeschlagen [125;126]. 
Pendergraft et al. liefern einen weiteren Hinweis auf mikrobielle Auslöser der GPA, 
indem sie zeigen konnten, dass bei PR3-ANCA-positiven Patienten komplementäres 
PR3 (cPR3, ein Peptid, welches vom antisense-orientierten DNA-Strang von PR3 
translatiert wird) sowohl zur Synthese von anti-cPR3- als auch von anti-PR3-Auto-
antikörpern führt. Genetische Sequenzen für cPR3-Peptide konnten bei verschiede-
nen Mikroorganismen wie z.B. S. aureus, Entamoeba histolytica und Ross-River-
Virus identifiziert werden und könnten über molekulares Mimikry zur ANCA-Synthese 
beitragen [127].  
Die Beteiligung des Respirationstraktes als charakteristisches Merkmal der GPA legt 
eine pathogenetische Rolle inhalierter Agenzien nahe. Allerdings konnten weder für 
verschiedene Arten inhalierter Agenzien noch für saisonale Einflüsse Unterschiede 
zwischen GPA-Patienten und Kontrollen identifiziert werden [128;129].  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass im Gegensatz zu den im Abschnitt 2 
erörterten Grenzflächenerkrankungen bei der GPA die Bedeutung endogener und 
exogener Faktoren für die granulomatöse Entzündung im Respirationstrakt bisher 
weitestgehend ungeklärt ist und somit die Frage noch nicht beantwortet werden 
kann, ob die GPA ebenfalls als Grenzflächenerkrankung angesehen werden kann. 
Daher bildet dies den thematischen Hintergrund zu dieser Arbeit. 
5 Hypothese und Zielsetzung 
Über die pathophysiologischen Vorgänge einer möglicherweise gestörten nasalen 
Grenzfläche bei der GPA war bislang wenig bekannt. Diese Arbeit verfolgt die Hypo-
these, dass exogene Faktoren aufgrund eines Defektes im Abwehrsystem der nasa-
len Mukosa auf eine Prädisposition (z.B. genetischer oder epigenetischer Ursache) 
treffen und durch bisher unverstandene Mechanismen zur Ausbildung der Erkran-
kung führen. Damit würden ähnliche pathophysiologische Voraussetzungen wie bei 
anderen Grenzflächenerkrankungen vorliegen. Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle 
endogener und exogener Faktoren im Hinblick auf eine eventuell gestörte nasale 
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Grenzfläche bei der GPA zu definieren. Daraus ergeben sich die folgenden Frage-
stellungen: 
a) Unterscheidet sich das Genexpressionsmuster der nasalen Mukosa von GPA-
Patienten von demjenigen der Kontrollgruppen? 
b) Unterscheiden sich die Cytokinprofile nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten 
von Normalkontrollen? 
c) Reagieren nasale Epithelzellen von GPA-Patienten auf Stimulation mit S. aureus 
anders als Epithelzellen von Kontrollpatienten bezüglich ihrer IL-8- und AMP-
Sekretion? 
d) Lassen sich Unterschiede bei den Konzentrationen antimikrobieller Peptide in 
Nasensekreten von GPA-Patienten im Vergleich zu den Kontrollgruppen fest-
stellen?  
e) Gibt es einen Einfluss endonasaler Besiedlung mit S. aureus auf die AMP-Kon-
zentrationen der Nasensekrete? 
f) Lässt sich eine intrazelluläre Akkumulation von S. aureus in der nasalen Mukosa 
von GPA-Patienten nachweisen? 
g) Inwiefern erweist sich die Etablierung transformierter GPA-Zelllinien für funktio-
nelle Analysen gegenüber primären Zellkulturen als nützlich? 
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II  Materialien, Methoden und Patienten 
1 Materialien und Geräte 
1.1 Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller 
Aceton J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Acrylamid Serva Electrophoresis, Heidelberg 
Agarose Life Technologies, Karlsruhe 
Albumin-Fraktion V, BSA Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat  Sigma-Aldrich, Steinheim 
2,2'-Azino-bis-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure, 
ABTS 
Roche Diagnostics, Mannheim 
Bromphenolblau  Merck KGaA, Darmstadt 
Citronensäure-Monohydrat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
4′,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid, DAPI  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Diethylpyrocarbonat, DEPC Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
N,N-Dimethyformamid  Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen 
dNTP-Mix Bioline GmbH, Luckenwalde 
ECL-Substrat, Pierce ECL Westerblot-Substrat Thermo Scientific, Karlsruhe 
Essigsäure, 100 %, wasserfrei Merck KGaA, Darmstadt 
Ethanol, 96 %, vergällt Büfa Chemikalien GmbH & Co.KG; Hude/Alt-
moorhausen 
Ethanol, absolut J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Ethidiumbromid, UltraPure™,10 mg⁄ml Invitrogen, Karlsruhe 
Ethylendinitrilotetraessigsäure Dinatriumsalz-
Dihydrat, EDTA 
Merck KGaA, Darmstadt 
Eukitt® schnell aushärtendes Eindeckmedium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
FBS Superior, standardisiert, auf Mykoplasmen 
und Endotoxin getestet 
Biochrom AG, Berlin 
Fluoreszenzeindeckmittel, ProLong Gold antifade 
reagent 
Molecular Probes, Invitrogen GmbH, Darmstadt 
Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
4 %-ige Formaldehydlösung, gepuffert Walter-CMP GmbH & Co. KG, Kiel 
Formaldehydlösung min. 35 % Merck KGaA, Darmstadt 
FuGENE® HD Transfektionsreagenz  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Gelladepuffer, 6x New England Biolabs, Frankfurt 
Gentamycin Sigma Chemical Co., St. Louis, USA 
Glutaraldehyd, 25 %-ige wässrige Lösung Merck KGaA, Darmstadt 
Glycerin, wasserfrei Merck KGaA, Darmstadt 
Glycin Merck KGaA, Darmstadt 
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Bezeichnung Hersteller 
Hämalaunlösung, Mayers Merck KGaA, Darmstadt 
Hexadimethrinbromid, Polybren Sigma-Aldrich, Steinheim 
Igepal CA 630, Nonidet P 40  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumchlorid E. Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat E. Merck, Darmstadt 
Kaliumhexacyanoferrat III Walter GmbH & Co. KG, Kiel 
Kaliumhexacyanoferrat (II)-Trihydrat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumnatriumtartrat-Tertrahydrat  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Klebstoff, ablösbar  Herma GmbH, Filderstadt 
Kupfer(II)-sulfat, wasserfrei Merck KGaA, Darmstadt 
Liquid Fast-Red Substratsystem Thermo Fisher Scientific Inc., Fremont, USA 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat E. Merck, Darmstadt 
β-Mercaptoethanol Merck KGaA, Darmstadt 
Methanol Merck KGaA, Darmstadt 
N,N’-Methylenbisacrylamid Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
3-(N-Morpholino)-propanschwefelsäure, MOPS Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumacetat, wasserfrei E. Merck, Darmstadt 
Natriumazid Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumcarbonat, wasserfrei Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt 
tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat-1-hydrat E. Merck, Darmstadt 
di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat E. Merck, Darmstadt 
di-Natriumhydrogenphosphat, wasserfrei  Merck KGaA, Darmstadt 
Natronlauge Merck KGaA, Darmstadt 
Normalserum von Schwein, Kaninchen, Ziege Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA 
Kupfer(II)-Sulfat, wasserfrei  Merck KGaA, Darmstadt  
Paraffin, Paraplast Plus, Gewebe-Einbettmedium McCormick Scientific LLC., St. Louis, USA 
Paraformaldehyd E. Merck, Darmstadt 
Penicillin/Streptomycin, 10.000 u; 10.000 µg/ml Biochrom AG, Berlin 
Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
ortho-Phosphorsäure, 85 % E. Merck, Darmstadt 
Primer (bmi-1, GAPDH) Eurofins MWG Operon, Ebersberg 
Roti
®
-ImmunoBlock Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Salzsäure Merck KGaA, Darmstadt 
Schwefelsäure Merck KGaA, Darmstadt 
SDS, ultra pure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidinlösung, BD-
OptEIA
TM
 TMB-Substrat-Reagenz-Set  
BD Biosciences, San Diego USA 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin, TEMED Serva, Heidelberg 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, ULTROL® EMD Chemicals Inc., San Diego, USA 
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Bezeichnung Hersteller 
Triton X 100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Tris-Hydrochlorid, Tris-HCl Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim  
Trypanblau, 0,5% Biochrom AG, Berlin 
Trypsin/EDTA-Lsg. (10x); 0,5 %/0,2 % (w/v), in 
(10x) PBS ohne Ca
2+
/Mg
2+
 
Biochrom AG, Berlin 
Tween® 20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Wasser für die Molekularbiologie, DNase-, 
RNase- und Protease-frei 
5-Prime, Hamburg 
Wasserstoffperoxid 30 % J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
X-Gal BioTech Trade & Service GmbH, St.Leon-Rot 
Xylolersatz XEM-200 National diagnostics; Vogel GmbH KG, Giessen 
1.2 Enzyme, Proteine und Peptide 
Bezeichnung Hersteller 
Dispase aus Bacillus polymyxa Invitrogen GmbH, Darmstadt 
LL-37-Peptid Innovagen, Lund, Schweden 
DNase Set, RNase-Free Qiagen GmbH, Hilden 
HotGoldStar DNA-Polymerase Eurogentec Deutschland GmbH, Köln 
Precision Plus, zweifarbige Proteinstandards  Bio-Rad Laboratories, München 
Rekombinantes humanes BD-3 PeproTech GmbH, Hamburg 
RNase 7, nativ Klinik für Dermatologie, Venerologie und 
Allergologie der Universität zu Kiel [152]  
Streptavidin-HRP R&D Systems, Minneapolis, USA 
Streptavidin-POD Roche Diagnostics, Mannheim 
1.3 Primärantikörper 
Humanes 
Zielprotein 
Bezeichnung (Klon) Spezies, Anwendung*, 
Verdünnung 
Hersteller 
Bmi-1 anti-Bmi-1 (F6) Maus, WB, 1 µg/ml Millipore GmbH, 
Schwalbach 
Cytokeratin 7 anti-Cytokeratin 7 (OV-TL 
12/30) 
Maus, IMH 1:50, ICC 
1:100 
Dako, Glostrup, 
Dänemark 
Cytokeratin 18 anti-Cytokeratin 18 (DC 10) Maus, IMH 1:50, ICC 
1:100 
Dako, Glostrup, 
Dänemark 
Cytokeratin 19 anti-Cytokeratin 19 (BA17) Maus, IMH und ICC, 1:50 Dako, Glostrup, 
Dänemark 
E-Cadherin anti-E-Cadherin (polyklonal, H-
108) 
Kaninchen, IF, 1 µg/ml Santa Cruz Inc., 
Heidelberg 
hBD3 anti-hBD3/DEFB103 
(polyklonal) 
Kaninchen, ELISA, 
0,6 µg/ml 
Acris Antibodies 
GmbH, Herford 
hBD3 anti-hBD3/DEFB103, biotinyliert 
(polyklonal) 
Kaninchen, ELISA 
0,25 µg/ml, IMH 5 µg/ml 
Acris Antibodies 
GmbH, Herford 
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Humanes 
Zielprotein 
Bezeichnung (Klon) Spezies, Anwendung*, 
Verdünnung 
Hersteller 
LL-37 anti-LL-37 (polyklonal) Kaninchen, ELISA 
0,5 µg/ml 
Innovagen, Lund, 
Schweden 
LL-37 anti-LL-37, biotinyliert (poly-
klonal) 
Kaninchen, ELISA 
0,25 µg/ml, IMH 6 µg/ml 
Innovagen, Lund, 
Schweden 
Protein A anti-Protein A (polyklonal) Maus, IF; 20,75 µg/ml Sigma-Aldrich, St. 
Louis, USA 
RNase 7 anti-RNase 7/R7 (polyklonal) Ziege, ELISA, 1 µg/ml; 
biotinyliert: 1,3 µg/ml 
(ELISA), 26 µg/ml (IMH) 
Dermatologie, Kiel 
[152] 
S100A7 anti-S100A7 (HL15-4) Maus, IMH, 1,25 µg/ml Dermatologie, Kiel 
[257]  
TLR4 anti-TLR4 (H-80, polyklonal) Kaninchen, IMH, 3 µg/ml Santa Cruz Inc., 
Heidelberg 
* ICC: Immuncytochemie, IF: Immunfluoreszenz-Färbung, IMH: Immunhistochemie, WB: Westernblot  
1.4 Sekundärantikörper und Fab-Fragmente 
Bezeichnung Anwendung*, 
Verdünnung 
Hersteller 
AlexaFluor® 488 F(ab’)2-Fragment aus Ziege, 
anti-Maus-IgG (H+L) 
IF, 2 µg/ml Invitrogen, Karlsruhe 
AlexaFluor® 546 F(ab’)2-Fragment aus Ziege, 
anti-Kaninchen-IgG (H+L) 
IF, 2 µg/ml Invitrogen, Karlsruhe 
Affinitätsgereinigtes F(ab’)2-Fragment aus 
Kaninchen, anti-Ziege-IgG (H+L), biotinyliert 
IMH, 1,4 µg/ml Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, West Grove, 
PA, USA 
Affinitätsgereinigtes Ziegen-IgG, anti-Maus-
IgG + IgM (H+L), Peroxidase-konjugiert 
WB, 100 ng/ml Jackson ImmunoResearch 
Europe Ltd., Suffolk, UK 
Kaninchen-Immunglobulin, anti-Maus, 
biotinyliert 
IMH 6,5 µg/ml; ICC 
13 µg/ml 
DakoCytomation, Glostrup, 
Dänemark 
Schwein-Immunglobulin, anti-Kaninchen, 
biotinyliert 
IMH, 4,4 µg/ml DakoCytomation, Glostrup, 
Dänemark 
* ICC: Immuncytochemie, IF: Immunfluoreszenz-Färbung, IMH: Immunhistochemie, WB: Westernblot  
1.5 Gebrauchsfertige Kits 
Bezeichnung Hersteller 
AccuKine hG-CSF-ELISA Symansis Pty Ltd., Auckland, Neuseeland 
Advantage® RT-for-PCR Kit Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, USA 
Bio-Plex Kalibrier-Kit Bio-Rad Laboratories, München 
Bio-Plex Cytokin Reagenzien-Kit Bio-Rad Laboratories, München 
Bio-Plex Human Cytokine Broad Range Panel, 
17-Plex 
Bio-Rad Laboratories, München 
Bio-Plex hIL-1-Assay Bio-Rad Laboratories, München 
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Bezeichnung Hersteller 
Bio-Plex hTNF-Assay Bio-Rad Laboratories, München 
BD OptEIA
TM
 hIL-8-ELISA BD Biosciences, San Diego USA 
EnVision™ G|2 Doppelfärbesysten Kaninchen/ 
Maus (DAB+/Permanent-Rot) 
Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark 
RNeasy Mini-Kit Qiagen GmbH, Hilden 
S. aureus PNA FISH™, Alexa488-markierte 
Sonde 
AdvanDX, Vedbæk, Dänemark 
UltraVision LP-Detektionssystem, AP-Polymer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA 
Vectastain Elite ABC-Kit (Standard) Vector Laboratories, Burlingame, USA 
Vector NovaRed
TM
 Substratkit für Peroxidase Vector Laboratories, Burlingame, USA 
1.6 Vektoren 
Vektor Antibiotikaresistenz Hersteller, Bezugsquelle 
pCL-10A1, Retrovirus-Verpackungs-
Vektor 
Ampicillin Imgenex, San Diego, USA 
pCL-Ampho, Retrovirus-Ver-
packungs-Vektor 
Ampicillin Imgenex, San Diego, USA 
pCL-MFG-LacZ Retrovirus-Reporter-
Vektor 
Ampicillin Imgenex, San Diego, USA 
pCLXSH-hTERT,  
pCLXSN-bmi-1 
Ampicillin, Neomycin  AG Tohru Kiyono, Division of 
Virology, National Cancer 
Center Research Institute, 
Tokio, Japan 
1.7 Bakterien und Zelllinien 
Bezeichnung Hersteller, Bezugsquelle 
HEK 293 Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH, Braunschweig 
Hela Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH, Braunschweig 
RPMI-2650 Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zell-
kulturen GmbH, Braunschweig 
S. aureus T190-2 (nasales Isolat eines 
gesunden Blutspenders) 
Prof. Dr. Barbara M. Bröker, Institut für Immunolo-
gie und Transfusionsmedizin, Universität Greifswald 
1.8 Laborgeräte, Laborzubehör und Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
Analysenwaage, Typ ABJ 220-4M Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern 
Autoklav, Typ 2540 Tuttnauer; Breda, Niederlande 
Bio-Plex 100-Multiplex-Suspension-Array-Reader Bio-Rad Laboratories, München 
Biophotometer Eppendorf AG, Hamburg 
CO2-Inkubator, Model MCO-18AIC Sanyo Electric Co., Ltd., Moriguchi, Japan 
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Bezeichnung Hersteller 
Cryo-Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, 
Österreich 
Deckgläschen, rund, 12 mm Durchmesser Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, Hamburg 
Durchlichtmikroskop Axioplan  Zeiss, Göttingen 
Einwegskalpelle Nr. 10  Feather Safety Razor Ltd., Osaka, Japan 
Elektroblotter, Biometra Fastblot B43 Biometra GmbH, Göttingen 
Elektrophoresekammer, Horizon® 11x14  Gibco BRL, Gaithersburg, USA 
ELISA-Platten, Nunc-Immuno
TM
 96 MicroWell
TM
 
Plates, Maxisorp 
Nunc, Roskilde, Dänemark 
ELISA-Washer, OpsysMW Microplate Washer Dynex Technologies, Inc., Chantilly, USA 
ELISA-Reader, Dynatech MR5000 Microplate 
Reader 
Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, USA 
Eppendorf Multipette® 4780 Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg 
Filterpapier 3, qualitativ  Whatman International Ltd., Maidstone, 
Großbritannien 
Fluoreszenzmikroskop, motorisiert, invers IX81  Olympus, Tokyo, Japan 
Fluoreszenz- und Chemilumineszenz-System 
FUSION-FX7 
PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen 
Gelelektrophoreseapparatur, Biometra Minigel 
System, Multigel 
Biometra GmbH, Göttingen 
Gewebehomogenisator, MagNA Lyser 
Instrument 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Gewebekulturschale mit Cell
+
-Wachstums-
oberfläche (6 und 20 cm Durchmesser) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Glaskügelchen, Precellys-Glas-Kit 0,5 mm Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Hybridisierungsofen, DUO Therm Hybridisation 
Oven OV5 
Biometra GmbH, Göttingen 
Inkubationsschüttelschrank, Certomat ® BS-1 B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen 
Inversmikroskop IMT-2 Olympus Microscopy, Hamburg 
sterile Kanülen, BD Microlance
TM
 3, 20G, 21G Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Labor-Tiefkälte-Lagertruhe, Typ KLT4785-2 Kryotec-Kryosafe GmbH, Hamburg 
Laborwaage, Typ BA 2100 S-OD2 Satorius AG, Göttingen 
Membran-Vakuumpumpe  KNF Neuberger GmbH, Freiburg 
Mikroprozessor pH-mV-Meter, Modell pH 538  WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstätten 
GmbH, Weilheim 
Mikrozentrifuge, Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg 
NanoDrop, ND-1000 UV-Vis-Spektralphotometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Netzgerät, Electrophoresis Power Supply EPS 
3500XL 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 
Nitrozellulosemembran, Protan BA83, 0,2 µm  Whatman GmbH, Dassel 
Objektträger, Menzel-Gläser Superfrost® Plus  Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 
Pipettenspitzen, Biosphere® Filter Tips, farblos, 
gelb, blau 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
PCR-Röhrchen, Multiply®-Pro Gefäße, 0,2 ml  Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Reaktionsgefäße, 0,5; 1,0; 2,0 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
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Bezeichnung Hersteller 
Ritips® professional, 2,5 ml Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
Schlittenmikrotom, Model 2050 Supercut Reichert-Jung/Cambridge‚ Instruments, Nussloch 
Schüttelwasserbad, julabo SW-20C Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 
Serologische Pipetten, steril; 1, 5, 10, 25 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Spektralphotometer, UVIKON 931  Kontron Instruments, Mailand, Italien 
sterile Spritzen, 1, 5 und 20 ml Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Sterilfilter, Filtropur S 0,2 µm Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Stickstoffbehälter, 35VHC, 30 l Liquid Nitrogen 
Dewar 
Taylor-Wharton, Indiapolis, USA 
Thermocycler, Typ 480 Perkin Elmer, Norwalk, USA 
Thermocycler, Typ T3 Biometra GmbH, Göttingen 
Thomakammer Fortuna W.G. Co., Wertheim 
Tischzentrifuge, Centrifuge 5804R Eppendorf AG, Hamburg 
Ultraschallprozessor, UP200H Dr. Hielscher GmbH, Teltow  
UV-Spektrometer, BioDoc II
TM
 Biometra GmbH, Göttingen 
Vakuum-Filtrationsgerät, Aurum Vacuum 
Mainfold 
Bio-Rad Laboratories, München 
Vortexer, Maxi Mix+ Barnstead/Thermolyne, Dubuque, USA 
Wasserbad, Typ F25-MP Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach 
Wattetupfer, Sterile plain swabs in labeled tubes Copan innovation Italia S.p.A., Brescia, Italien 
Werkbank, Typ 8511 Köttermann GmbH & Co KG, Uetze/Hänigsen 
Zellkulturflaschen, 25 cm
2
, 75 cm
2
 Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Zellkulturplatten, 6-well, 24-well, 96-well Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
Zentrifugenröhrchen, steril, 15 ml, 50 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
1.9 Puffer, Lösungen und Medien 
Bezeichnung Zusammensetzung, Hersteller 
Zellkulturmedium für Atemwegsepitzelzellen, 
Airway Epithelial Cell Growth Medium 
PromoCell GmbH, Heidelberg 
Blotpuffer 192 mM Glycin, 25 mM Tris Base, 20 % (w/v) 
Methanol 
Citratpuffer 10 mM Citronensäure-Monohydrat, pH 6,0 
Columbia-Blutagar-Platten Oxoid Deutschland GmbH, Wesel 
DMEM mit hoher Glucose-Konzentration (4,5 g/l), 
L-Glutamin und Natriumpyruvat 
PAA Laboratories, Paching, Österreich 
Elektrophoresepuffer, 1x 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) 
SDS, pH 8,3 
ELISA-Beschichtungspuffer 50 mM Natriumcarbonatpuffer, pH 9,6 
ELISA-Blockierungslösung PBS + 1% (w/v) BSA 
ELISA-Waschpuffer PBS + 0,05 % (v/v) Tween 20 
Formaldehyd-Laufpuffer, 1x 
 
20 mM 3-(N-Morpholino)-Propanschwefelsäure 
(MOPS); 5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA; 246 
mM Formaldehyd; pH 7,0 in DEPC-Wasser 
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Bezeichnung Zusammensetzung, Hersteller 
Homogenatpuffer 
 
20 mM Tris-Base, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 
1 % (v/v) Igepal CA 630, 0,5 % (w/v) SDS, 1 mM 
PMSF, pH 7,4 
MEM Earle's, 1x gebrauchsfertig, Biochrom AG, Berlin 
NaPP-Puffer 10 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,2-
7,3; autoklavieren, nach Abkühlung Zugabe von 
steril filtrierter BSA-Lösung, Endkonzentration 
0,1 % (w/v) 
Dulbecco’s PBS, (1x 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,15 g/l Na2HPO4, 0,2 g/l 
KH2PO4, pH 7,2 
Proteinbestimmungslösung A 100 mM NaOH, 2 % (w/v) Na2CO3, 1 % (w/v) 
SDS, 0,17 % (w/v) Kaliumnatriumtartrat  
Proteinbestimmungslösung B  4 % (w/v) Kupfersulfat 
Proteinbestimmungslösung C, Biuretlösung 100 Teile „Lösung A“ + 1 Teil „Lösung B“ 
Proteinbestimmungslösung D, Folin-Reagenz 50 % (v/v) wässrige Folin-Ciocalteu-Phenol-
Reagenzlösung 
RNA-Ladepuffer, 5x 
 
4 mM EDTA, pH 8,0; 0,16 % (v/v) gesättigte 
Bromphenolblaulösung; 886 mM Formaldehyd; 
20 % (v/v) Glycerin; 30,84 % (v/v) Formamid; 
80 mM MOPS; 20 mM Natriumacetat 
RPMI 1640 Medium PAA Laboratories, Paching, Österreich 
SDS-Probenpuffer, 1x 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 2 % (w/v) SDS, 10 % 
(v/v) Glycerin, 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 
0,001 % (w/v) Bromphenolblau 
SSC-Puffer 300 mM NaCl, 30 mM Trinatrium-Citrat-Dihydrat, 
0,1 % (w/v) SDS 
TAE-Puffer, 0,5x 20 mM Tris Base, 10 mM Essigsäure, 0,5 mM 
EDTA-Natriumsalz, pH 8,0 
TBS 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
TBS-T 150 mM NaCl, 20 mM Tris-Base, 0,05 % (v/v) 
Tween 20, pH 7,5 
Tryptic Soy Boullion Sigma-Aldrich, Steinheim 
X-Gal-Färbelösung 1 mg/ml X-Gal, 2 mM MgCl2, 5 mM K3Fe(CN)6, 5 
mM K4Fe(CN)6 in PBS, pH 7,2 
X-Gal-Fixierlösung 2 % (v/v) Formaldehyd, 0,1 % (v/v) Glutaraldehyd 
in PBS, pH 7,2 
2 Patienten und Methoden 
2.1 Studiendesign und Patienten  
In diese Studie wurden zwischen Februar 2008 und November 2010 282 Patienten, 
und zwar 83 Normalkontrollen (NK), 63 Patienten mit chronischer Rhinosinusitis mit 
Polyposis nasi et sinuum (CRS) und 138 GPA-Patienten, in der Klinik für Hals-, 
Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universität 
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zu Kiel eingeschlossen. Die Verwendung humaner Biopsien und Proben für wissen-
schaftliche Experimente setzt das schriftliche Einverständnis der Patienten nach aus-
führlicher mündlicher und schriftlicher Information über die Studie und die geplanten 
Untersuchungen im Rahmen einer Patientenaufklärung voraus. Die Studie wurde von 
der Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel begleitet (AZ A101/ 
07). Ausschlusskriterien waren Schwangerschaft, Minderjährigkeit und Gerinnungs-
störungen. 
Die Granulomatose mit Polyangiitis wurde nach den American College of Rheumato-
logy-Klassifikationskriterien und den Chapel Hill Consensus Konferenz-Definitionen 
für GPA entsprechend den Empfehlungen der European League Against Rheuma-
tism (EULAR) klassifiziert [130]. Eine Subklassifizierung der GPA (lokal, früh-syste-
misch, generalisiert, refraktär) erfolgte nach den European Vasculitis Study Group-
Definitionen und den aktuellen EULAR-Empfehlungen [130]. Die Krankheitsaktivität 
wurde mit dem Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS) [131] sowie dem Disea-
se Extent Index (DEI) [132] und der Organschaden als Konsequenz der granuloma-
tösen Entzündung und der Vaskulitis mittels des Vasculitis Damage Index (VDI) [133] 
erfasst. Die jeweilige Organbeteiligung wurde entsprechend den ear-, nose-and 
throat, lung- and kidney (ELK)-Klassifikationskriterien [134] dokumentiert. Zur Bestim-
mung der Krankheitsaktivität der nasalen Mukosa wurden alle Patienten einer stan-
dardisierten Beurteilung [57] unterzogen und endoskopisch von einem Hals-Nasen-
Ohren (HNO)-Arzt untersucht, wie von Paulsen und Rudert empfohlen [66]. Meist 
konnte die Diagnose histologisch gesichert werden. 
Die Diagnose einer CRS wurde entsprechend den Kriterien der American Academy 
of Otolaryngology-Head and Neck Surgery, der American Academy of otolaryngic 
Allergy, der American Rhinologic Society und des Sinus and Allergy Health Partner-
ship [135] gestellt und histologisch bestätigt. Die CRS-Patienten dienten in dieser 
Studie als Krankheitskontrollgruppe, da es sich hierbei ebenfalls um eine chronisch-
entzündliche Erkrankung handelt, die sich an den nasalen Schleimhäuten mani-
festiert. 
Nach Einwilligung der Patienten zur Teilnahme an der Studie wurden alle Studienteil-
nehmer anhand eines ausführlichen schriftlichen Fragebogens u.a. zu Erstmanife-
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station, anderen Erkrankungen, Allergien, Asthma, Acetylsalicylsäure-Intoleranz, ein-
genommenen Medikamenten charakterisiert und von einem HNO-Arzt hinsichtlich 
der spezifischen HNO-Beschwerden und der individuellen pathologischen Befunde 
im HNO-Bereich untersucht. Außerdem wurden in Laboruntersuchungen die Anzahl 
der Leukozyten, die Konzentration von C-reaktivem Protein und die Blutkörperchen-
senkungsgeschwindigkeit bestimmt, um mögliche systemische Entzündungskompo-
nenten zu erfassen. Bei den GPA-Patienten wurden zusätzlich vom Labor des Klini-
kums Bad Bramstedt die serologischen Titer von C-ANCA und P-ANCA bestimmt. 
Die Normalkontrollen hatten anamnestisch, inspektorisch und serologisch keine An-
zeichen einer akuten, chronischen oder autoimmunen Erkrankung der nasalen 
Mukosa.  
Während der Untersuchungen wurden Nasensekrete aus beiden Nasenhaupthöhlen 
unter Beachtung einer hausinternen sogenannten Standardarbeitsanweisung mit Hil-
fe eines sterilen Wattetupfers sowie Blutproben gewonnen. Die nasalen Schleimhaut-
biopsien wurden bei den Normalkontrollen im Rahmen von funktionellen Operationen 
zur Verbesserung der Nasenatmung und bei den CRS-Patienten im Rahmen der 
functional endoscopic sinus surgery aus den unteren Nasenmuscheln entnommen. 
Bei den GPA-Patienten wurden die Biopsien in Lokalanästhesie aus der gleichen 
Lokalisation gewonnen, welche inspektorisch frei von Krankheitsaktivität und mögli-
chen Veränderungen wie Granulomen, Ödemen, Unterblutungen, eitrigen Sekreten 
oder Krusten waren. Die genannten Proben stellten die Grundlage der in dieser 
Arbeit durchgeführten Untersuchungen dar und wurden sofort nach Entnahme im 
Labor weiter verarbeitet. 
Details zu Einzelkohorten und dem Gesamtkollektiv dieser Studie sowie speziell zu 
den GPA-Patienten sind den Tabellen im Anhang (XI 1) zu entnehmen. Die für die 
jeweiligen Untersuchungen ausgewählten Einzelkohorten stellen repräsentative 
Untergruppen des Gesamtkollektivs dar. Die augenscheinlich erhöhte Konzentration 
des C-reaktiven Proteins der CRS-Patienten der AMP-Stimulations-Untergruppe und 
der erhöhte C-ANCA-Titer der GPA-Patienten der IL-8-Stimulations-Untergruppe 
unterschieden sich statistisch nicht vom entsprechenden Gesamtkollektiv. Die 
Patientendaten wurden von den Ärzten der Klinik für Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, 
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Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel und der Abteilung 
Rheumatologie der Universität Lübeck, dem Vaskulitiszentrum des Universi-
tätsklinikums Schleswig-Holstein, der Klinik für Rheumatologie und Immunologie des 
Klinikums Bad Bramstedt sowie den dazugehörigen klinischen Laboren erhoben.  
2.1.1 Prozessierung der Nasensekrete 
Unter sterilen Bedingungen wurde das abgeschnittene obere Ende des Wattetupfers 
für 45 min mit 500 µl Natriumphosphat (NaPP)-Puffer bei Raumtemperatur schüttelnd 
inkubiert. Anschließend wurde der Tupfer in ein kleines 0,5 ml-Reaktionsgefäß über-
führt und bei 470 x g für 1 min zentrifugiert. Das resultierende Eluat wurde dem 
NaPP-Sekret zugesetzt. Für die Bestimmung der endonasalen Besiedlung mit 
S. aureus (2.5.1) wurden 100 µl beiseite gestellt und das verbliebene Sekret wurde 
portioniert bei -80°C eingefroren. Dem Tupfer wurde in dem 0,5 ml-Reaktionsgefäß 
200 µl Tryptic Soy Bouillon (TSB) zugefügt und dieser wurde anschließend ebenfalls 
zur Bestimmung der nasalen Besiedlung weiter verwendet.  
2.1.2 Prozessierung der Nasenschleimhautbiopsien 
Die Biopsie-Materialien wurden sofort nach ihrer Entnahme in Airway Epithelial Cell 
Growth Medium ins Labor transportiert und dort unter sterilen Bedingungen weiter 
prozessiert. Die Biopsien wurden in acht unterschiedlich große Stücke geteilt, zum 
Anlegen der Zellkultur (2.2.1) in Dispase gelegt und bei 4°C über Nacht im Kühl-
schrank gelagert, sowie für die immunhistochemischen Untersuchungen (2.3.1) mit 
4 %-iger Formalinlösung versetzt oder sofort in Cryo-Röhrchen in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und anschließend bei -80°C gelagert.  
2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen 
Alle nachfolgend beschriebenen Zellkulturarbeiten fanden an einer Werkbank unter 
sterilen Bedingungen unter ausschließlicher Verwendung steriler Einwegplastik-
materialien statt. Die verwendeten Puffer, Medien und Lösungen wurden stets vor 
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Gebrauch auf 37°C angewärmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Wasserdampf-
gesättigter, 5 % CO2-haltiger Atmosphäre bei 37°C. 
Isolierung und Kultivierung adhärent wachsender primärer nasaler Epithelzel-
len: Als Primärzellkultur wird eine Zellkultur bezeichnet, bei welcher die Zellen direkt 
aus dem Gewebe eines lebenden Organismus isoliert und angelegt werden. Sie 
weist unter Kulturbedingungen nur eine eingeschränkte Vermehrungsfähigkeit auf 
und stellt daher nach einer bestimmten Anzahl von Zellteilungen das Wachstum ein. 
Die Isolierung humaner Epithelzellen erfolgte aus nasalen Biopsien, welche direkt 
nach Entnahme bearbeitet wurden. Die Dissoziation des Epithels von der Basalmem-
bran erfolgte zunächst enzymatisch durch eine Inkubation über Nacht in Dispase-
Lösung (2 U/ml) bei 4°C. Anschließend wurden die Epithelzellen mit Hilfe von Skal-
pellen abgeschabt, resuspendiert und bei 88 x g für 5 min zentrifugiert. Die in Airway 
Epithelial Cell Growth Medium resuspendierten Zellen wurden bis zum ersten Medi-
umwechsel unter Zusatz von 20 U/ml Penicillin und 20 µg/ml Streptomycin in 25 cm2-
Zellkulturflaschen kultiviert. Das Airway Epithelial Cell Growth Medium ermöglicht 
relativ selektiv das Wachstum von Epithelzellen, da aufgrund der speziellen Rezeptur 
das Wachstum von Fibroblasten stark reduziert ist und diese selbst bei anfänglichem 
Wachstum rasch absterben. 
Bei Erreichen von Subkonfluenz (ca. 80 - 90 %) wurden die Zellen passagiert bzw. 
für die Stimulation (2.2.3) vorbereitet. Dafür wurden die zuvor mit Phosphat-gepuffer-
ter Salzlösung (PBS) gewaschenen Zellen, um sie vom Flaschenboden zu lösen, für 
ca. 50 min mit Dispase-Lösung (0,66 U/ml) inkubiert. Nach Abstoppen der Dispase-
Behandlung durch Zugabe von Zellkulturmedium und Sedimentierung der Zellen bei 
88 x g für 5 min wurden die resuspendierten Zellen in angemessener Konzentration 
in 96-well-Platten überführt und weiter kultiviert. Zwei- bis dreimal pro Woche wurden 
die Zellen mittels eines inversen Phasenkontrastmikroskops visuell auf ihre epithelia-
le Morphologie, regelrechtes Wachstum und mögliche Kontamination überprüft und 
alle 3 - 4 Tage wurde ein Austausch des Zellkulturmediums vorgenommen. Die für 
die Transformation vorgesehenen Epithelzellen wurden in Zellkulturschalen (Ø 6 cm) 
ausgesät und nach erfolgter Transformation fortlaufend kultiviert.  
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Kultivierung etablierter Zelllinien: Die humanen Zelllinien RPMI-2650, HEK 293 
und Hela wurden in kleinen bis mittelgroßen Zellkulturflaschen mit dem entsprechen-
dem Medium (Tab. 1) kultiviert und in den erforderlichen Abständen passagiert. Das 
jeweilige Medium enthielt zusätzlich für optimales Zellwachstum fötales Kälberserum 
(FCS) in einer Endkonzentration von 10 % (v/v). Bei der Passage der Zelllinien wurde 
zum Ablösen der Zellen vom Flaschenboden statt der Dispase-Lösung eine verdünn-
te Trypsinlösung mit 0,05 % Trypsin verwendet und die Inkubation betrug je nach 
Zelllinie 1 - 15 min. Die Aussaat in eine neue Flasche erfolgte nach Bestimmung der 
Zellzahl (2.2.2) entsprechend den Herstellerangaben. Im Allgemeinen wurden die 
Zellen nur bis zur 15. Passage verwendet, dann verworfen und gegebenenfalls unter 
Verwendung einer Reserve-Portion neu ausgesät.  
Tab. 1: Zellkulturbedingungen der Zelllinien 
Zelllinie Ursprung Medium und 
Zusätze 
Subkultivierungszeiten Aussaatkonzentration, 
Teilungsfaktor  
RPMI-
2650 
Humanes 
Nasenscheide-
wandkarzinom 
MEM-Earle + 
10 % FCS 
alle 4 - 5 Tage 0,5 - 1 x 10
6
/25 cm
2
, 1:4 
bis 1:8 
HEK 293 Humane embryo-
nale Niere 
DMEM + 
10 % FCS  
alle 2 - 3 Tage, wenn 
die Zellzahl bei 
6 - 7 x 10
4
/cm
2
 liegt 
2 - 3 x 10
6
/25 cm
2
, 1:5 bis 
1:6 
Hela Humanes Zervix-
karzinom 
RPMI 1640 + 
10 % FCS  
alle 3 - 5 Tage 1 - 2 x 10
6
/80 cm
2
, 1:4 bis 
1:6 
2.2.2 Bestimmung der Zellzahl 
Bei der Passagierung sowie bei der RNA-Isolierung war es erforderlich, die Zellzahl 
zu bestimmen. Dies erfolgte mit Hilfe einer Thoma-Kammer. Diese Zählkammer hat 
ein eingraviertes Raster, welches aus 16 Großquadraten besteht, die wiederum in 16 
Kleinquadrate unterteilt sind. Jedes Kleinquadrat weist dabei eine Fläche von 
0,0025 mm2 auf. Mit einer Tiefe von 0,1 mm ergibt sich damit ein Kammervolumen 
von 0,004 mm3 (µl) pro Kleinquadrat, also 0,064 µl pro Gesamtfläche und somit ein 
Faktor von 15.625 zur Umrechnung in ml. Zur Auszählung wurden die Zellen wie in 
Abschnitt 2.2.1 beschrieben abgelöst, zentrifugiert und resuspendiert. Von dieser 
Zellsuspension wurde pro Seite ca. ein Tropfen in die Zählkammer eingebracht, also 
gerade so viel, dass die gesamte Fläche gut bedeckt war, aber nicht zu viel, was 
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daran ersichtlich wäre, dass etwas Flüssigkeit in den Mittelsteg laufen würde. Dies 
gewährleistet die Einhaltung des definierten Kammervolumens. Nachdem minde-
stens acht Großquadarate unter einem Lichtmikroskop ausgezählt wurden, wurde die 
Zellzahl pro Milliliter wie folgt berechnet: Hochrechnung der ausgezählten Zellen auf 
16 Großquadrate x 15.625 = Zellen/ml. 
2.2.3 Stimulation nasaler Epithelzellen mit S. aureus 
Für die Stimulationsexperimente wurde der S. aureus-Stamm T190-2 eingesetzt, der 
freundlicherweise von Prof. Dr. Barbara M. Bröker, Institut für Immunologie und 
Transfusionsmedizin der Universität Greifswald zur Verfügung gestellt wurde. Dieser 
Stamm wurde ausgewählt, da er zur klonalen Linie der am häufigsten vorkommen-
den Stämme nasaler Isolate in Westeuropa gehört [136]. Dazu wurde eine Über-
nachtkultur in TSB bei 37°C angelegt und bis zum Erreichen einer Konzentration von 
5 x 108/ml inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4.000 x g für 15 min wurde der Über-
stand steril filtriert und das Bakteriensediment in Zellkulturmedium resuspendiert. Zur 
Abtötung wurden die Bakterien mit Hilfe von Glaskügelchen mechanisch unter Ver-
wendung eines Gewebehomogenisators lysiert. Chemische oder thermische Inakti-
vierungsmethoden wurden nicht angewendet, so dass die Proteine der Bakterien 
(insbesondere die der Zellmembran) nicht denaturiert wurden.  
Die Stimulation der nasalen Epithelzellen erfolgte in 96 well-Platten bei einer Konflu-
enz von ca. 90 %. Zuvor waren die primären Epithelzellen im Durchschnitt 13 Tage 
kultiviert worden. Nach Austausch des Zellkulturmediums wurden die Bakterien in 
Endkonzentrationen von 1 x 103/ml, 1 x 105/ml und 1 x 107/ml und die steril filtrierten 
TSB-Überstände 1:500, 1:50 und 1:5 zugesetzt. Unbehandelte Zellen dienten als 
Negativkontrolle, als weitere Kontrolle wurde TSB in einer Konzentration von 1:5 ein-
gesetzt, um einen möglichen Einfluss des Bakterienmediums erkennen zu können. 
Die Zellen wurden, sofern möglich, für 16 und 24 h mit den Stimulantien inkubiert. 
Anschließend wurden die Überstände abgenommen, zur Entfernung möglicher toter 
Zellen bei 88 x g für 5 min zentrifugiert und zur Lagerung bei -80°C eingefroren. Zur 
Überprüfung bakterieller Kontaminationen wurde Schafblutagar mit 10 µl des Über-
standes bei 37°C über Nacht inkubiert. Außerdem wurde die Viabilität der Zellen 
mittels Trypanblau-Färbung überprüft (2.2.4). 
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2.2.4 Trypanblau-Ausschlusstest zur Bestimmung der Zellviabilität 
Nachdem nach Beendigung eines Stimulationszeitraumes (2.2.3) der Zellkulturüber-
stand entfernt worden war, wurde die Viabilität der Zellen bestimmt. Damit wurde 
überprüft, dass die Zellen unter den gewählten Stimulationsbedingungen nicht ab-
sterben. Die Zellen wurden mit 0,25 %-iger (w/v) Trypanblaulösung versetzt und so-
fort lichtmikroskopisch beurteilt. Trypanblau ist ein polyanionischer Azofarbstoff, der 
aufgrund seiner Ladung für lebende Zellen impermeabel ist. Tote Zellen hingegen 
weisen eine veränderte Membrandurchlässigkeit auf, so dass der Farbstoff eindrin-
gen kann und durch Bindung an Proteine selektiv die toten Zellen anfärbt. Basierend 
auf der Auszählung von mindestens fünf Sichtfeldern wurde die Viabilität als Anteil 
der vitalen Zellen in Prozent errechnet. Alle Stimulationsversuche wurden ausge-
schlossen, bei denen die Viabilität nicht mindestens 95 % betrug. 
2.2.5 Der Gentamycin-Überlebensassay 
Der Gentamycin-Überlebensassay ist die häufigste Methode zur Bestimmung inter-
nalisierter Mikroorganismen in eukaryontischen Zellen. Die Spezifität des Nachwei-
ses intrazellulärer Bakterien beruht darauf, dass das Antibiotikum Gentamycin nahe-
zu nicht zellgängig ist [137], also bei einer Gentamycin-Behandlung nur extrazelluläre 
Bakterien abgetötet werden, während intrazelluläre Bakterien geschützt sind und 
überleben. In Vorversuchen wurde von Andrea Hölzgen (Institut für Infektionsmedi-
zin, Universität zu Kiel) die minimale Hemmkonzentration von Gentamycin bei einer 
Vielzahl an S. aureus-Stämmen und unter anderem bei dem in dieser Arbeit verwen-
deten S. aureus-Stamm T-190-2 ermittelt. 
Primäre nasale Epithelzellen wurden als präkonfluenter Monolayer auf Deckgläschen 
(Ø 12 mm) in 24-well-Platten mit 7 x 104/ml S. aureus T-190-2 für 3 h bei Standard-
kultivierungsbedingungen im Brutschrank inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit 
PBS erfolgte für 2 h die Inkubation mit 100 µg/ml Gentamycin. Anschließend wurde 
erneut 3-mal mit PBS gewaschen, die Zellen mit 2,5 %-iger Paraformaldehydlösung 
fixiert und bis zur Immunfluoreszenz-Färbung (2.3.3) bei 4°C in PBS mit 0,01 % Nat-
riumazid gelagert. 
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2.2.6 Transfektion und Transduktion eukaryontischer Zellen 
Die Methodik der Lipofektion wurde zur transienten Transfektion eingesetzt, die 
Transduktion hingegen zum stabilen Gentransfer, so dass die eingebrachte DNA 
permanent im Genom der Zielzelle verbleibt. Beide Techniken wurden nacheinander 
angewendet, um nasale Epithelzellen zu transformieren (Abb. 6). 
 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Generierung transformierter nasaler 
Epithelzellen. Nähere Beschreibung im Text. 
Bei der Lipofektion erfolgt die Einbringung der DNA mit Hilfe von Liposomen. Liposo-
men sind Komplexe der anionischen DNA mit kationischen Lipiden. Sie ermöglichen 
die Fusion mit der Zellmembran und dadurch den Transfer der DNA in die Zelle. Die-
se Methodik wurde in Form von Kotransfektionen dazu angewendet, die HEK 293-
Zellen mit den Verpackungskonstrukten pCL-10A1 und pCL-Ampho und den retrovi-
ralen Vektoren pCLXSH-hTERT, pCLXSN-bmi-1 oder pMFG-LacZ zu transfizieren, 
damit sie als Produzenten für replikationsinkompente Retroviren fungieren. Für die 
Kotransfektionen der Plasmid-DNAs wurde das lipidbasierte Reagenz FuGENE HD 
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verwendet. Zunächst wurden HEK 293 Zellen mit einer Zelldichte von 2 x 106/ml 
einen Tag vor der Transfektion in 6-well-Platten ausgesät, so dass sie am Folgetag 
eine Konfluenz von ca. 70 % aufwiesen. Zur Herstellung der Liposomen wurden 
2 µg DNA (je zur Hälfte Verpackungskonstrukt und zur anderen Hälfte retroviraler 
Vektor) in Serum- und Antibiotikum-freiem Medium vorgelegt und mit 3 µl FuGENE 
Reagenz vermischt, welches ebenfalls zuvor in Serum- und Antibiotikum-freiem Me-
dium vorgelegt wurde. Der 100-µl-Transfektionsansatz wurde für 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert und anschließend tröpfchenweise zu den Zellen gegeben, bei 
welchen in der Zwischenzeit das Medium gewechselt wurde. Die Inkubation erfolgte 
für 48 h bei 37°C im CO2-Brutschrank, anschließend wurde der virushaltige Über-
stand abgenommen, steril filtriert und portioniert bei -80°C eingefroren. 
Die Transduktion wurde angewendet, um durch die Einschleusung der Gene für 
hTERT bzw. bmi-1 nasale Epithelzellen zu transformieren. Diese Gene wurden aus-
gewählt, da hTERT die reverse Transkriptase der humanen Telomerase kodiert und 
somit der altersbedingten Verkürzung der Telomere entgegenwirkt [138] und bmi-1 
(B-lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) ein polycomb ring finger Protein 
ist, welches als Transkriptionsfaktor u.a. für die Aufrechterhaltung des proliferativen 
Potentials von Stammzellen verantwortlich ist [139;140]. Beide Gene sowie die in 
dieser Arbeit verwendeten Plasmide pCLXSH-hTERT und pCLXSN-bmi-1 wurden 
freundlicherweise von Prof. Dr. Tohru Kiyono, Division of Virology, National Cancer 
Center Research Institute, Tokio, Japan, zur Verfügung gestellt und wurden bereits 
erfolgreich zur Transformation anderer Zelltypen eingesetzt [140-144]. 
Primäre nasale Epithelzellen wurden in 6-cm-Kulturschalen ausgesät (2.2.1) und bei 
einer Konfluenz von 70 - 80 % mit den generierten Retroviren transduziert. Zur 
Etablierung und Optimierung der Transduktionsbedingungen wurde das Verhältnis 
des Virus-haltigen Überstandes zum Zellkulturmedium variiert, dem Polybren in einer 
Endkonzentration von 4 µg/ml zugesetzt war. Dafür wurden die Reportergen-
Retroviren im Verhältnis 1:2, 1:3 und 1:5 eingesetzt. Sie übertragen LacZ, das Gen 
für die β-Galaktosidase, deren Aktivität durch eine β-Galaktosidase-Färbung (2.3.9) 
nachgewiesen werden kann. Alle weiteren Transduktionen wurden bei einem 
Verhältnis von 1:5 durchgeführt, da bei diesem Verhältnis die beste Transduktions-
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effizienz beobachtet werden konnte. Die Inkubation mit dem Virus-haltigen Überstand 
erfolgte für 3 h bei 37°C im CO2-Brutschrank. Anschließend wurde etwas Zellkultur-
medium zugefügt. Nach maximal 48 h fand ein Wechsel des Mediums statt und die 
Zellen wurden danach fortlaufend kultiviert. Eine Selektion in Einzelklone wurde nicht 
durchgeführt, da polyklonale Zelllinien generiert werden sollten und somit Selektions-
artefakte vermieden werden. 
2.2.7 Herstellung von Zelllysaten 
Für den Westernblot auf bmi-1 wurden 10 %-ige (w/v) Zelllysate hergestellt. Zunächst 
wurden die Zellen (transformierte Zellkulturen, HEK-Zellen als Positivkontrollen und 
primäre nasale Epithelzellen als Negativkontrollen) wie unter 2.2.1 beschrieben 
kultiviert. Nach Erreichen einer ausreichenden Zellmenge wurden die Zellen mittels 
Dispase bzw. Trypsin abgelöst und abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde 
anschließend mit PBS gewaschen und nach dessen vollständiger Entfernung 
gewogen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Zur Herstellung 
10 %-iger (w/v) Lysate wurden je 10 mg Zellsediment mit 90 µl Homogenatpuffer 
versetzt und durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Der Aufschluss 
der Zellen mittels Ultraschall (20 Stöße auf Eis bei 0,5 Zyklen, einer Amplitude von 
50 % und einer Frequenz von 24 kHz) erfolgte nach vorheriger 20-minütiger 
Inkubation auf Eis. Abschließend wurden die aufgeschlossenen Zellsuspensionen bei 
4°C mit 10.000 x g für 10 min zur Entfernung von Zelltrümmern zentrifugiert und die 
Überstände als Zelllysate portioniert eingefroren bei -80°C gelagert. Die 
Proteinkonzentrationen dieser Lysate wurden wie unter 2.3.6 bestimmt. 
2.3 Proteinbiochemische und immunologische Methoden 
2.3.1 Immunhistochemie 
Immunhistochemie ist eine immunologische Nachweismethodik, welche die Lokalisa-
tion von Proteinen in Gewebeschnitten ermöglicht. Dabei wird das nachzuweisende 
Protein mit Hilfe eines Enzym-konjugierten Antikörpers detektiert und durch die durch 
das Enzym katalysierte Farbreaktion visualisiert. 
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Die Biopsien wurden zunächst für mindestens 24 h in 4 %-iger, gepufferter Formalde-
hydlösung fixiert. Mittels aufsteigender Alkoholreihe (jeweils 30-minütige Inkubation 
in 70 %, 80 %, 2 x 96 %, 2 x 100 % Ethanol und 2 x Aceton) wurden die Biopsien 
dehydratisiert und anschließend in flüssigem Paraffin eingebettet. Nach Aushärtung 
wurden von den Paraffinblöcken mit einem Schlittenmikrotom 4 µm dicke Schnitte 
(freundlicherweise von A. Röen, Klinik für Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und 
Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel) angefertigt und auf 
beschichtete Objektträger aufgezogen. Die so gewonnenen Schnitte wurden für min-
destens 48 h bei 37°C getrocknet und bis zu ihrer Verwendung bei Raumtemperatur 
gelagert. 
Die Paraffinschnitte wurden durch 2-malige 10-minütige Inkubation in Xylol ent-
paraffiniert, mittels absteigender Alkoholreihe rehydatisieriert und anschließend wur-
den die Antigene durch 15-minütige Inkubation in 10 mM Citratpuffer in der Mikrowel-
le bei 450 W demaskiert. Bei diesem sogenannten Antigen-Retrieval werden durch 
die Hitzeeinwirkung die durch die Formalin-Fixierung bedingten Methylenbrücken ge-
spalten [145]. Nach Abkühlung erfolgte die Inhibierung intrazellulärer Peroxidasen 
durch 10-minütige Inkubation in 0,3 %-iger Wasserstoffperoxidlösung in Methanol. 
Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden die Schnitte mit 3 % Nor-
malserum in Tris-gepufferter Salzlösung (TBS) für 15 min inkubiert. Anschließend 
erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in einer feuchten Kammer für 60 min 
bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C. Der Primärantikörper wurde durch 
mehrmaliges Spülen mit TBS entfernt und die Schnitte wurden für 30 min mit einem 
Biotin-gekoppelten Sekundärantikörper inkubiert. Nach einem erneuten TBS-Spül-
schritt erfolgte die Ausbildung der Biotin-Streptavidin-Peroxidase-Komplexe durch 
30-minütige Inkubation mit dem Vectastain Elite ABC-Kit. Die Aktivität der Meerret-
tich-Peroxidase wurde mittels Vector NovaRed Substrat Kit detektiert. Zur Gegenfär-
bung wurde 1:3 verdünnte Hämalaunlösung verwendet. Nach Dehydratisierung mit-
tels aufsteigender Alkoholreihe wurden die Schnitte mittels Eukitt eingedeckelt. Als 
Negativkontrollen fungierten Schnitte, die statt des Primärantikörpers nur mit TBS in-
kubiert wurden. Die Analyse und Dokumentation der Schnitte erfolgte an einem Licht-
mikroskop Axioplan der Fa. Carl Zeiss mit Hilfe einer Digitalkamera (Canon Power 
Shot A80).  
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Abweichend von obiger Beschreibung wurde bei LL-37 die Inkubation mit dem Pri-
märantikörper nur für 60 min bei Raumtemperatur durchgeführt. Genauere Details zu 
Durchführung der in dieser Arbeit eingesetzten Färbungen sind in der Tab. 2 aufge-
führt. Als Positivkontrollen wurden für LL-37, hBD3, TLR4 und Psoriasin Biopsien der 
Tonsilla palatina und für RNase 7 Biopsien der Cutis verwendet [146-150]. Zudem 
erfolgte eine Doppelfärbung auf die antimikrobiellen Peptide (LL-37 und hBD3) und 
Cytokeratin 18 mittels EnVision GI2 Doublestain System nach Herstellerangaben, der 
dabei verwendete Cytokeratin-18-Antikörper wurde 1:50 verdünnt eingesetzt.  
Tab. 2: Durchführungsdetails der immunhistochemischen Färbungen 
Antigen Blockierungslösung Konzentration und Ver-
dünnung von Primär- und 
Sekundärantikörper 
Substrat-
Inkubationszeit 
LL-37 normales Schweineserum  6 µg/ml in TBS, 
4,4 µg/ml in TBS 
5 min  
hBD3 normales Schweineserum, 
1:5 verdünnt, 20 min 
5 µg/ml in TBS, 
4,4 µg/ml in TBS 
2 - 3 min  
RNase 7 30 min mit 12 %-iger BSA-Lösung + 
20 min 1:10 verdünnte Roti-
Immunoblock-Lösung 
26 µg/ml in TBS-1 % BSA*,  
1,4 µg/ml in TBS-1 % BSA 
12 - 15 min  
Psoriasin normales Kaninchenserum, 
1:5 verdünnt, 20 min 
1,25 µg/ml in TBS-1 % BSA,  
6,5 µg/ml in TBS-1 % BSA 
5 - 7 min  
TLR4 normales Schweineserum  3 µg/ml in TBS,  
4,4 µg/ml in TBS 
2 - 5 min  
* BSA = bovines Serumalbumin. 
2.3.2 Immuncytochemie auf Cytokeratine 
Für die Immuncytochemie wurden die zu untersuchenden Zellen auf runden Deck-
gläschen (Ø 12 mm) in 24-well-Platten ausgesät und bis zum Erreichen eines prä-
konfluenten Monolayers kultiviert. Nach einer 15-minütigen Fixierung mit 4 %-iger 
Paraformaldehydlösung wurden die Zellen zunächst durch eine 10-minütige Inkuba-
tion mit eiskaltem 100 %-igen Ethanol, gefolgt von einer 6-minütigen Inkubation mit 
0,1 %-iger Triton X 100-Lösung permeabilisiert, mit TBS gewaschen und für 15 min 
mit 3 %-iger Serumlösung überschichtet, um unspezifische Bindungen der Antikörper 
zu reduzieren. Nach Entfernung der Blockierungslösung erfolgte die Inkubation mit 
dem 1:100 verdünnten Primärantikörper (CK 7: 2,43 µg/ml in TBS; CK 8&18: 
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0,78 µg/ml in PBS) bei 4°C über Nacht. Am nächsten Morgen erfolgte nach 2-mali-
gem 3-minütigen Spülen mit TBS die Inkubation mit dem polyklonalen biotinylierten 
Kaninchen anti-Maus Sekundärantikörper (13 µg/ml) für 30 min. Nach einem erneu-
ten 2-maligen 3-minütigen TBS-Spülschritt erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit 
dem Vectastain Elite ABC-Kit zur Ausbildung der Biotin-Streptavidin-Peroxidase-
Komplexe. Alternativ wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. K. Holl-Ulrich (Institut für 
Pathologie, Universität zu Lübeck) das UltraVision LP Detection System AP Polymer 
statt des Sekundärantikörpers eingesetzt. Die Aktivität der Meerrettich-Peroxidase 
wurde mittels Vector NovaRed Substrat Kit, die der alkalischen Peroxidase aus dem 
UltraVision System mittels FastRed detektiert. Zur Gegenfärbung wurde 1:3 ver-
dünnte Hämalaunlösung verwendet. Nach Dehydatisierung mittels aufsteigender 
Alkoholreihe wurden die Deckgläschen mittels Eukitt auf den Objektträgern fixiert. 
Die Auswertung erfolgte mit dem Lichtmikroskop Axioplan der Fa. Carl Zeiss.  
2.3.3 Immunfluoreszenz-Färbung 
Eine Immunfluoreszenz-Färbung wurde den Invasionsexperimenten (2.2.5) nachge-
schaltet. Die auf runden Deckgläschen befindlichen Zellen wurden zunächst mit PBS 
gewaschen und anschließend mit eiskaltem 100 %-igen Methanol für 10 min fixiert. 
Nach einem Waschschritt mit TBS folgten Blockierungsschritte mit 3 %-igem Ziegen-
Serum für 15 min, mit 0,1 % BSA und 0,2 % Glycin für 60 min und 1:10 verdünnter 
Roti-Immunoblocklösung für 30 min. Dies hatte den Zweck, unspezifische Bindungs-
stellen zu blockieren und vor allem bei der S. aureus-E-Cadherin-Doppelfärbung die 
Bindung der E-Cadherin-Antikörper an das Protein A von S. aureus zu reduzieren. 
Anschließend erfolgte bei 4°C über Nacht die Inkubation mit dem in PBS verdünnten 
Primärantikörper (Protein A: 20,75 µg/ml, E-Cadherin: 1 µg/ml), der entweder als Ge-
misch für die Doppelfärbung oder einzeln [als E-Cadherinfärbung nach der Fluores-
zenz-in situ-Hybridisierung (FISH)] aufgetragen wurde. Am nächsten Morgen wurde 
nach 2-maligem 5-minütigen Spülen mit Tween-versetztem TBS-Puffer (TBS-T) und 
3-maligem 5-minütigen Spülen mit TBS für 60 min bei 37°C mit dem fluoreszenz-
markierten Sekundärantikörper (-gemisch; je 2 µg/ml) inkubiert. Diesem wurde zur 
Anfärbung der DNA der Farbstoff 4’,6-Diamidin-2’-phenylindol (DAPI) in einer Kon-
zentration von 0,1 µg/ml zugesetzt. Anschließend wurde 3-mal für je 10 min mit TBS 
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gespült, mit destillierten Wasser (A. dest.) entsalzt und mit dem Fluoreszenzeindeck-
mittel eingedeckelt. Für eine längere Lagerung, welche bei 4°C erfolgte, wurden die 
Deckgläschen mit Nagellack eingefasst. Die Auswertung erfolgte bei den Invasions-
versuchen mit einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop „LSM 510 Meta“ von 
Zeiss und bei der FISH mit einem motorisierten inversen Fluoreszenzmikroskop IX81 
von Olympus. Für die E-Cadherinfärbung nach der FISH erfolgten alle Inkubations-
schritte in einer feuchten Kammer. 
2.3.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assays 
Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) erlaubt die Quantifizierung lösli-
cher Proteine. In Form eines Sandwich-ELISAs wird das zu quantifizierende Protein 
von einem an eine Mikrotiterplatte fixierten Antikörper gebunden und mit Hilfe eines 
zweiten Antikörpers nachgewiesen, der mit einem Enzym konjugiert ist. Die Detektion 
erfolgt dabei über die von dem Enzym katalysierte Farbreaktion, welche photomet-
risch vermessen wird. Zur Quantifizierung der Probe wird gleichzeitig eine Verdün-
nungsreihe des rekombinanten Standards aufgetragen, was die anschließende Be-
rechnung der Konzentration der Probe ermöglicht. Für die statistischen Berechnun-
gen wurden die Werte unterhalb der Nachweisgrenze auf 0 gesetzt. 
Bei den hBD3- und LL-37-ELISAs erfolgten alle Inkubationsschritte bei Raumtempe-
ratur. Zunächst wurden hochbindende 96-well-Mikrotiterplatten mit dem sogenannten 
capture-Antikörper beschichtet, indem in jede Vertiefung 100 µl des in Beschich-
tungspuffer gelösten Antikörpers (hBD3: 0,6 µg/ml, LL-37: 0,5 µg/ml) gegeben und 
über Nacht inkubiert wurde. Nach Entfernung der Antikörperlösung wurden die 
Vertiefungen 3-mal mit 200 µl/Vertiefung Waschpuffer gewaschen. Für alle Wasch-
schritte kam ein ELISA-Washer zum Einsatz. Alle Waschschritte erfolgten 3-mal und 
wurden nach allen Inkubationszeiten (mit Ausnahme vor Zugabe der Stopp-Lösung) 
durchgeführt. Anschließend wurde die Platte zur Vermeidung unspezifischer Bin-
dungsreaktionen mit 250 µl Blockierungslösung für 1 h inkubiert. Danach wurden je 
50 µl der Proben bzw. des Standards aufgetragen und für 2 h inkubiert. Als Standard 
für die spätere Auswertung diente eine in PBS mit 0,1 % BSA verdünnte Konzentra-
tionsreihe des jeweiligen rekombinant hergestellten Proteins (hBD3: 1,6 - 100 ng/ml, 
LL-37: 1,9 - 80 ng/ml). Im Anschluss daran erfolgte eine 1-stündige Inkubation mit je 
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100 µl biotinyliertem Antikörper (jeweils 0,25 µg/ml in PBS mit 0,1 % BSA verdünnt). 
Nach einer 30-minütigen Inkubation mit 100 µl/Vertiefung Streptavidin-konjugierter 
Peroxidase (welche nach Herstellerangaben 1:200 in PBS mit 0,1 % BSA verdünnt 
wurde), wurde die gebundene Peroxidase durch Zugabe von je 100 µl 3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidinlösung (TMB) als Substrat detektiert. Dabei oxidiert das Enzym 
das farblose Chromogen mit Wasserstoffperoxid zu einem blauen Komplex, beste-
hend aus dem elterlichen Diamin und dem um zwei Elektronen oxidierten Diimin 
[151]. Nach festgelegter Zeit (hBD3: 25 min, LL-37: 45 min) wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 50 µl 1 M Schwefelsäure gestoppt, wobei der Komplex terminal zu 
dem gelben Diimin oxidiert wird, welches in sauren Lösungen stabil ist und einen 
höheren molaren Extinktionskoeffizienten aufweist als das blaue Radikal [151]. Die 
Absorption des entstandenen gelben Farbsignals wurde in einem ELISA-Messgerät 
bei einer Wellenlänge von 450 nm mit Referenzwellenlänge 550 nm vermessen. Zur 
Auswertung wurden die Konzentrationen der Proben mit Hilfe der mitgeführten Stan-
dardreihe berechnet. 
Der RNase-7-ELISA wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
R. Gläser und Prof. Dr. J. Harder (Klinik für Dermatologie, Venerologie und Allergolo-
gie, Universität zu Kiel) in Anlehnung an Köten et al. [152] durchgeführt. Alle Inkuba-
tionsschritte erfolgten bei 37°C mit Ausnahme des Substrats. Die verwendeten 
polyklonalen Ziegen-Antikörper wurden von der Klinik für Dermatologie, Venerologie 
und Allergologie der Universität zu Kiel hergestellt und für die Verwendung als 
Sekundärantikörper biotinyliert. Als Standard fungierte native, aus Proben der Cutis 
aufgereinigte RNase 7.  
Die Beschichtung der Platte erfolgte mit 50 µl/Vertiefung und einer Antikörper-Kon-
zentration von 1 µg/ml für 1 h. Nach einer 30-minütigen Blockierung und einem 
Waschschritt wurden die Proben sowie der Standard (0,31 - 40 ng/ml) aufgetragen 
und für 30 min inkubiert. Der biotinylierte Detektionsantikörper wurde in einer Kon-
zentration von 1,3 µg/ml eingesetzt und für 30 min inkubiert. Ebenfalls für 30 min er-
folgte die Inkubation mit der 1:10000 mit Waschpuffer verdünnten Streptavidin-konju-
gierten Peroxidase. Als Substrat wurde 2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfon-
säure (ABTS) verwendet und die Messung bei 405 nm mit Referenzwellenlänge 
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492 nm erfolgte nach einer 15-minütigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur im 
Dunklen. 
Die Bestimmung der Konzentration des humanen Chemokins IL-8 erfolgte mit dem 
BD OptEIATM Human IL-8 ELISA Kit und die des Cytokins Granulozyten-Kolonie sti-
mulierender Faktor (G-CSF) mit dem AccuKine Human G-CSF ELISA Kit von Sy-
mansis. Beide ELISA wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Der IL-8-Stan-
dard wies einen linearen Messbereich von 3,1 - 200 pg/ml, der G-CSF-Standard von 
31,5 - 1000 pg/ml auf.  
2.3.5 Bio-Plex™ Human Cytokine Assay 
Die Methodik basiert auf einer Kombination von ELISA und Durchflusszytometrie und 
gleicht im Prinzip einem Sandwich-ELISA. Als capture-Antikörper kommen monoklo-
nale, Cytokin-spezifische Antikörper zum Einsatz, die kovalent an unterschiedlich 
fluoreszenzmarkierte Polystyren-Partikel (Beads) gekoppelt sind. Diese sind nicht wie 
bei einem konventionellen ELISA auf der Mikrotiterplatte immobilisiert, sondern ver-
bleiben in einer 96-well-Filterplatte in Suspension. Jeder für ein spezielles Cytokin 
spezifische Bead trägt eine charakteristische Fluoreszenzmarkierung, da er in einem 
bestimmten Mischungsverhältnis mit zwei Fluorochromen bestückt wurde. Dies er-
möglicht eine fluoreszenzcytometrische Unterscheidung der Beads und ihrer Cytokin-
Spezifität. Durch Inkubation der Beads mit den Proben bzw. einer Standardreihe der 
Cytokine entstehen Antigen-Antikörper-Komplexe, welche nach mehreren Wasch-
schritten von biotinylierten Cytokin-spezifischen Sekundärantikörpern gebunden 
werden. Die Detektion und Quantifizierung erfolgt nach Zugabe von Streptavidin-
Phycoerythrin, welches an die Sekundärantikörper bindet, mit einem Luminex 
Plattenleser. Dieses spezielle Durchflusszytometer ermöglicht durch Anregung der 
Beads bei 635 nm die Klassifizierung der Cytokine und durch Anregung der 
Phycoerythrin-Moleküle bei 532 nm deren Quantifizierung. Pro Messung werden 100 
Beads einer Sorte ausgewertet. Die Cytokinkonzentrationen der Proben werden 
durch den Vergleich mit den zusätzlich vermessenen Standardkurven mit Hilfe der 
Bio-Plex™ Manager-Software 4.1.1 berechnet. Dieses Verfahren ermöglicht die 
simultane Messung vieler Cytokine und Chemokine in einer einzigen Probe bei 
geringem Volumen. 
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Die Bestimmung folgender 19 Cytokine IL-1α, IL1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, 
IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender 
Faktor (GM-CSF), G-CSF, IFN-γ, Monozyten-chemotaktisches Protein-1 (MCP-1, 
CCL-2), macrophage inflammatory protein-1β (MIP-1β, CCL-4), TNF-α, TNF-β erfolg-
te mit dem Bio-Plex™ Human Cytokine Assay nach Herstellerangaben. Als Proben 
wurden 50 µl der unbeimpften Leerkontrollen (2.2.3) unverdünnt eingesetzt. Dabei 
wies der Standard je nach Cytokin einen durchschnittlichen Messbereich von 
2,05 pg/ml bis 33.598,37 pg/ml (Min 5.164 pg/ml; Max 105.197 pg/ml) auf, die untere 
Nachweisgrenze ist in der nachfolgenden Tab. 3 gezeigt. 
Tab. 3: Untere Nachweisgrenzen des Bioplex-Assays 
Cytokin Nachweisgrenze 
(pg/ml) 
Cytokin Nachweisgrenze 
(pg/ml) 
Cytokin Nachweisgrenze 
(pg/ml) 
IL-1α 1,51 IL-1β 2,67 IL-2 1,42 
IL-4 0,32 IL-5 2,51 IL-6 2,01 
IL-7 2,43 IL-8 1,77 IL-10 1,78 
IL-12p 2,55 IL-13 2,68 IL-17 1,87 
G-CSF 1,31 GM-CSF 0,74 IFN-γ 1,61 
MCP-1 1,81 MIP-1β 1,41 TNF-α 6,42 
TNF-β 2,14     
2.3.6 Bestimmung der Protein-Konzentration 
Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde die Methode nach Markwell et 
al. [153] angewendet. Als Modifikation des Lowry-Assays [154] ermöglicht sie eine 
Proteinbestimmung, die kompatibel mit Detergenzien, Saccharose und Ethylendia-
mintetraessigsäure (EDTA) ist. Parallel zu jeder Messung wurde eine Standardreihe 
mit BSA in Konzentrationen von 5 - 80 mg/ml erstellt. Die zu messenden Proben wur-
den so verdünnt, dass sie bei einem Ausgangsvolumen von 300 µl innerhalb dieses 
Konzentrationsbereiches lagen. Zu 300 µl verdünnter Probe bzw. Standard wurde 
1 ml Lösung C (II 1.9) hinzu gegeben, mit Hilfe eines Vortexers kräftig vermischt und 
für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 100 µl Lösung D (II 1.9) 
und weiterer Inkubation für 45 min wurde die Absorption bei 650 nm vermessen und 
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anhand der zuvor aufgenommenen Kalibrierungskurve die Proteinkonzentration 
bestimmt. 
2.3.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die denaturierende, diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese (SDS-PAGE) wurde eingesetzt, um Proteine elektrophoretisch nach ihrem 
Molekulargewicht aufzutrennen. Bei dieser von Lämmli [155] entwickelten Methodik 
erfolgt mit β-Mercaptoethanol ein Aufbrechen der Disulfidbrücken der Proteine und 
durch Natriumdodecylsulfat (SDS) deren Denaturierung. Das negativ geladene SDS 
lagert sich zudem an die Proteine an und überdeckt dadurch ihre Eigenladung, wo-
durch deren Auftrennung im Acrylamidgel aufgrund ihres konstanten Ladung/Masse-
Verhältnisses ausschließlich entsprechend ihrer Größe erfolgt. Die wie in Abschnitt 
2.2.7 isolierten und gemäß Abschnitt 2.3.6 quantifizierten Proteine der Zelllysate 
wurden vor dem Auftragen auf das SDS-Polyacrylamidgel mit 1/5 Endvolumen an 5x 
reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt, für 5 min bei 95°C denaturiert und an-
schließend kurz kalt anzentrifugiert. Danach wurden gleiche Proteinmengen (55 µg) 
der Proben sowie ein Molekulargewichts-Standard in separate Taschen eines zuvor 
vorbereiteten Gels (Tab. 4) geladen. Die Auftrennung erfolgte in einer auf 10°C ge-
kühlten vertikalen Gelelektrophoreseapparatur bei 10 W unter Verwendung von Elek-
trophoresepuffer für 65 min. Im Anschluss daran erfolgte der Westernblot (2.3.8). 
Tab. 4: Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamid-Gels 
 
Trenngel 
12,5 % 
Sammelgel 
5 % 
A. dest. 1,28 ml 1,7 ml 
1,89 M Tris-HCl (pH 8,8) 1,4 ml - 
0,63 M Tris-HCl (pH 6,8) - 0,8 ml 
0,5 % (w/v) SDS-Lösung 1,4 ml 0,8 ml 
30 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (30:0,8) 2,9 ml 0,66 ml 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5,8 µl 4 µl 
10 % (w/v) Ammoniumpersulfat-Lösung 35 µl 20 µl 
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2.3.8 Westernblot 
Bei einem Westernblot werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem 
Trenngel auf eine Trägermembran übertragen und immobilisiert (Proteintransfer). 
Dies ermöglicht den anschließenden Nachweis der zu untersuchenden Proteine mit 
spezifischen Antikörpern (Immundetektion).  
Der Transfer separierter Proteine (2.3.7) auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte in 
dieser Arbeit als Semidry-Blot. Dabei wandern die durch SDS negativ geladenen 
Proteine im elektrischen Feld aus der Gelmatrix zur Anode und werden auf einer 
chemisch inerten Membran fixiert. Zur Vorbereitung des Transfers wurde eine Nitro-
zellulose-Membran sowie spezielles Filterpapier auf die Größe des SDS-PAGE-Gels 
zugeschnitten. Anschließend wurde der Elektroblotter in folgender Reihenfolge von 
der Anode zur Kathode beschichtet: vier Filterpapiere, Nitrocellulose-Membran, 
Trenngel, vier Filterpapiere. Die Filterpapiere, die Membran und das vom Sammelgel 
abgetrennte Trenngel wurden vor der Aufschichtung einzeln in Blotpuffer äquilibriert. 
Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen 
verbleiben. Nach Aufsetzen der Kathode erfolgte der Transfer gekühlt bei 10°C für 
45 min mit konstanter Stromstärke von 2,0 mA/cm2. 
Nach erfolgtem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran entnommen und zur Ab-
sättigung unspezifischer Bindungsstellen für 1 h mit 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T 
bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Anschließend wurde die geblockte Mem-
bran nach einem Waschschritt (3 x 5 min, TBS-T) mit dem in 1 % (w/v) BSA in TBS-T 
verdünnten Primärantikörper (bmi-1: 1 µg/ml) über Nacht bei 4°C inkubiert. Am näch-
sten Morgen folgte auf einen Waschritt (2 x 5 min, 2 x 10 min, TBS-T) die 2-stündige 
Inkubation mit dem in 5 % (w/v) Milchpulver in TBS-T verdünnten Peroxidase-konju-
gierten Sekundärantikörper (100 ng/ml) bei Raumtemperatur. Die Detektion erfolgte 
nach einem erneuten Waschschritt mit TBS-T (2 x 5 min, 2 x 10 min) über die an den 
sekundären Antikörper gekoppelte Peroxidase unter Verwendung eines Enhanced 
Chemiluminescence-Substrates, bei welcher die Peroxidase die Oxidation von Lumi-
nol mit Wasserstoffperoxid unter Emission von Licht (Chemilumineszenz) katalysiert. 
Zu diesem Zweck wurde die Membran mit einer 1:1-Mischung des Zwei-Komponen-
ten-Systems nach Herstellerangaben inkubiert und die Lichtreaktion mit Hilfe einer 
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Geldokumentationsanlage in Form von Banden dokumentiert. Der mitgeführte Pro-
teinstandard ermöglicht die Größenzuordnung der detektierten Banden.  
2.3.9 β-Galaktosidase-Färbung 
Die Färbung dient dem Nachweis der β-Galaktosidase-Aktivität in transfizierten Zel-
len. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sie zur Analyse der Transfektionseffizienz und 
somit zur Ermittlung der optimalen Einsatzkonzentration der Retroviren durchgeführt. 
Hierfür wurde der Vektor pCL-MFG-LacZ verwendet, der das Gen für die β-Galakto-
sidase kodiert. Die Durchführung erfolgte nach Sanes et al. [156]. Nach Waschen mit 
PBS erfolgte die Fixierung mit frisch hergestellter Fixierlösung für 2 min auf Eis. 
Anschließend wurden die Zellen erneut 3-malig mit PBS gewaschen und zur 
Anfärbung der Zellen über Nacht mit Färbelösung bei 37°C inkubiert. Die 
Färbelösung enthielt als Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid 
(X-Gal), welches von der β-Galaktosidase zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-3-
hydroxyindol hydrolysiert wird. Durch die Oxidation von 5-Brom-4-chlor-3-hydro-
xyindol mit Sauerstoff entsteht der tiefblaue Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo 
[157]. Am nächsten Tag wurde die Färbung durch wiederholtes 5-minütiges Waschen 
mit PBS gestoppt und mit Hilfe eines Lichtmikroskops dokumentiert. 
2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.4.1 RNA-Isolierung 
Die RNA-Isolierung inklusive eines doppelten DNase-Verdaus aus primären sowie 
transformierten nasalen Epithelzellen und Hela-Zellen erfolgte mit dem RNeasy Mini-
Kit nach Herstellerangaben und eigenen Optimierungen. Zunächst wurden die Zellen 
wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben abgelöst und sedimentiert. Nach Bestimmung der 
Zellzahl nach Abschnitt 2.2.2 wurden Zelllysate hergestellt. Dafür wurde RLT-Puffer 
zugegeben, das Zellsediment vollständig resuspendiert und durch wiederholtes 
Pressen durch eine 20 G-Kanüle homogenisiert. Um Kontaminationen durch 
genomische DNA zu vermeiden, wurde im Anschluss an den ersten Waschschritt mit 
RW1-Puffer eine erste DNase-I-Hydrolyse durchgeführt. Dafür wurde die Membran 
für 20 min mit 27 U DNase I bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 
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weiter nach Herstellerprotokoll verfahren. Das erhaltene Eluat wurde einer zweiten 
DNase-I-Hydrolyse unterzogen und über eine neue RNeasy-Säule (diesmal ohne 
DNase-I-Verdau) aufgereingt. Die Konzentration und Reinheit der RNA wurden 
gemäß Abschnitt 2.4.2 bestimmt und die RNA anschließend bei -80 °C gelagert.  
2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren erfolgte photometrisch durch 
die Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm mit dem Biophotome-
ter oder dem NanoDrop ND-1000 UV Vis Spektralphotometer und der dazugehörigen 
NanoDrop Software Version 3.2.1. Am NanoDrop war es möglich, die Konzentration 
der Nukleinsäuren direkt in 1 μl Lösung zu erfassen, bei Benutzung des Biophotome-
ters wurden die Nukleinsäuren zuvor mit RNAse-freiem 10 mM Tris-Puffer (pH 7,5) 
verdünnt. Eine Absorption bei 260 nm (A260) von 1 entspricht einer Nukleinsäurekon-
zentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA und 40 µg/ml einzelsträngiger RNA 
[158]. Zusätzlich wurde bei 280 nm die Absorption von Proteinen gemessen, so dass 
der Reinheitsgrad aus dem Quotienten A260/A280 ermittelt werden konnte. Nur Proben 
mit einem Wert zwischen 1,7 und 2,0 wurden verwendet. 
2.4.3 Qualitätskontrolle der RNA 
Zur Überprüfung der Qualität der RNA wurden zwei Methoden angewendet. Die Inte-
grität der RNA wurde mit einer denaturierenden Formaldehyd-Agarose-(FA)-Gelelek-
trophorese kontrolliert und, um Kontaminationen der RNA-Proben mit genomischer 
DNA auszuschließen, wurde eine Test-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchge-
führt. Für die FA-Gelelektrophorese wurde ein 1,2 %-iges FA-Gel [1,2 % (w/v) Agaro-
se, 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 221 mM Formaldehyd, pH 7,0] 
zubereitet, Ethidiumbromid in einer Konzentration von 1 µg/ml zugegeben und die 
Lösung in eine horizontale Gelkammer gegossen. Die zu untersuchenden RNA-Pro-
ben (je mindestens 1 µg) wurden mit 1/5 Volumen 5x RNA-Ladepuffer versetzt, für 5 
min bei 65°C erhitzt und für 2 min auf Eis abgekühlt. Die Elektrophorese erfolgte bei 
80 V mit 1x FA-Laufpuffer für 2,5 h. Die optische Auswertung erfolgte mit Hilfe einer 
UV-Geldokumentationsanlage. Während bei intakten RNA-Proben die ribosomale 
RNA (rRNA) als zwei klare Banden (18S und 28S) zu erkennen ist, deuten zusätz-
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liche Banden oder ein Verschmieren der rRNA-Banden auf Kontamination oder De-
gradation der RNA hin. 
Als Test-PCR wurde eine PCR auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) durchgeführt, bei der anstelle der komplementären DNA (cDNA) die isolier-
te RNA als Matrize eingesetzt wurde. Es wurde analog der in Abschnitt 2.4.5 be-
schriebenen Durchführung verfahren, doch zunächst wurde die RNA mit dem ent-
sprechenden Anteil an A. dest. bei 65°C für 15 min erhitzt, um mögliche Spuren von 
DNase I zu inaktivieren. Nur RNA-Proben, die kein positives PCR-Produkt zeigten, 
wurden anschließend für die reverse Transkription verwendet. 
2.4.4 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese) 
Für den Nachweis der Expression von Genen wurde die aus den Zellen isolierte RNA 
in einzelsträngige komplementäre DNA umgeschrieben. Dieser Prozess wird als re-
verse Transkription bezeichnet. Bei dieser Methode macht man sich die Eigenschaf-
ten des Enzyms reverse Transkriptase zu Nutze, welches ausgehend von einer RNA-
Matrize die dazu komplementäre DNA synthetisiert. Dafür werden an die RNA-bin-
dende Primer benötigt. Oft dienen Oligo-dT-Abschnitte mit 10-15 Basen als solche 
Primer, da sie komplementär zum Poly-A-Schwanz der mRNA sind. 
Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte cDNA-Synthese wurde das Advan-
tage RT-for-PCR Kit verwendet, welches neben der retroviralen moloney murine 
leukemia virus (MMLV)-Transkriptase alle weiteren benötigten Komponenten enthielt. 
Vor der Umschreibung der RNA in cDNA mussten jedoch zunächst mögliche Spuren 
der DNase I inaktiviert werden. Dafür wurden von den unterschiedlichen RNA-Isola-
ten Portionen genommen, die einer Menge von 1 µg entsprachen, mit RNase-freiem 
Wasser auf ein einheitliches Volumen von 12,5 μl gebracht und für 15 min bei 65°C 
inkubiert. Nach sofortiger Abkühlung auf Eis erfolgte die Zugabe von 1 μl Oligo(dT)18-
Primer und eine 2-minütige Erhitzung auf 70°C, um für die Bindung der Primer die 
Sekundärstruktur der RNA aufzuheben. Nachfolgend wurde der Ansatz erneut sofort 
auf Eis abgekühlt und die weiteren Komponenten hinzugefügt: 4,0 μl 5x Reaktions-
puffer, 1,0 μl Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP)-Mix, 0,5 μl rekombinanter 
RNase-Inhibitor, 1,0 μl MMLV reverse Transkriptase. Anschließend erfolgte die re-
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verse Transkription für 60 min bei 42°C. Nach der 5-minütigen Hitzeinaktivierung des 
Enzyms bei 95°C und der Zugabe von 80 μl RNase-freiem Wasser wurde die so 
gewonnene cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
2.4.5 RT-PCR 
Die Kombination aus reverser Transkription und Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) ermöglicht die Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene. Dabei stellt die 
PCR eine leistungsfähige Technik zur Amplifizierung definierter DNA-Abschnitte dar. 
Sie besteht aus drei grundlegenden Schritten und beginnt mit einer thermischen De-
naturierung der doppelsträngigen DNA. Anschließend binden synthetische Oligonuk-
leotide (Primer) an komplementäre Zielsequenzen, welche den interessierenden 
DNA-Abschnitt einrahmen (Annealing). Dabei ist die optimale Annealing-Temperatur 
abhängig von der Schmelztemperatur der Primer und damit von ihrer Länge und 
Basenzusammensetzung. Zuletzt folgt die Verlängerungsphase (Elongation), bei der 
eine hitzestabile DNA-Polymerase die Primer als Startmoleküle verwendet und einen 
neuen DNA-Strang komplementär zur Matrize synthetisiert. Die Elongationszeit ist 
dabei von der Länge des DNA-Fragments und der Prozessivität der verwendeten 
Polymerase abhängig. Durch zyklische Wiederholung der Reaktionsschritte (Denatu-
rierung, Annealing, Elongation) wird der zwischen den Primern liegende DNA-Ab-
schnitt exponentiell vervielfältigt. Die aus der reversen Transkription gewonnene 
cDNA wurde in der PCR mit zwei genspezifischen Oligonukleotidprimern (Tab. 5) 
amplifiziert.  
Tab. 5: Verwendete Primer 
Primer Sequenz Referenz 
Größe des PCR-
Produktes 
Bmi-1 
F: 5’-ATGCATCGAACAACGAGAATCAAGATCACT-3’  
R: 5’-TCAACCAGAAGAAGTTGCTGATGACCC-3’  
[140] 1101 bp 
GAPDH 
F: 5′-GACCCCTTCATTGACCTCAAC-3′  
R: 5′-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3′ 
[159] 219 bp 
Parallel wurde unter gleichen Bedingungen die Expression von GAPDH untersucht, 
da GAPDH von Epithelzellen als sogenanntes house keeping gene konstant expri-
miert wird. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist in Tab. 6 angegeben. 
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Die Durchführung der PCR erfolgte unter Verwendung eines Thermocyclers entspre-
chend den in Tab. 7 dargestellten Programmen. Die amplifizierten PCR-Produkte 
wurden anschließend mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese (2.4.6) visualisiert. 
Tab. 6: Reaktionsansatz der PCR 
Komponenten eingesetzte Menge Endkonzentration 
10x Reaktionspuffer 2 µl 1x 
10 mM dNTPs 0,4 µl je 200 µM 
Forward- und Reverse-Primer (je 10 µM) je 1 µl Je 0,5 µM 
cDNA* 2,5 µl  
MgCl2-Lösung 1,6 µl 2 mM 
Taq Polymerase (5 U/µl) 0,2 µl 1 U/20 µl 
A. dest. ad 20 µl  
* Als Positivkontrolle wurde cDNA aus Hela-Zellen eingesetzt, für die Negativkontrolle wurde anstatt 
der cDNA A. dest. verwendet. 
Tab. 7: PCR-Programme für bmi-1 und GAPDH 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95°C 10 min 1 
Denaturierung 94°C 1 min  
  
Annealing 
57,3°C (GAPDH),  
63°C (bmi-1) 
1 min 
Elongation 72°C 
1 min (GAPDH), 
2 min (bm-1) 
Extension 72°C 7 min 1  
Aufbewahrung 4°C ∞ 1 
2.4.6 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach 
ihrem Molekulargewicht, da sich in einer Agarose-Matrix DNA-Moleküle im elektri-
schen Feld mit einer Geschwindigkeit bewegen, die umgekehrt proportional zum 
Logarithmus ihrer Größe ist. Für die Auftrennung der in dieser Arbeit eingesetzten 
Nukleinsäuren wurden horizontale 1 %-ige-Agarose-Gele verwendet. Die Agarose 
wurde in 0,5x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle voll-
ständig gelöst. Wenn nach leichtem Schwenken keine Schlierenbildung mehr sicht-
bar war, wurde die Lösung unter kaltem Wasser auf Handwärme abgekühlt, Ethidi-
35 
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umbromid in einer Konzentration von 1 µg/ml zur späteren Detektion der DNA zuge-
geben und die Lösung in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem Aushär-
ten des Gels wurden die Proben mit 1/6 Volumen 6x Ladepuffer versetzt, gegebe-
nenfalls die 1 kb DNA-Leiter als Molekulargewichtsstandard aufgetragen und die 
Elektrophorese mit einer konstanten Spannung von 80 V für 120 min durchgeführt. 
Als Elektrophoresepuffer diente 0,5x TAE. Im Anschluss wurden die Banden durch 
die Fluoreszenz des interkalierenden Ethidiumbromids auf einem UV-Tisch detektiert 
und mit der dazugehörigen BioDoc-Fotodokumentationsanlage digital dokumentiert.  
2.4.7 Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung 
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ist eine Technik zum DNA- oder RNA-
Nachweis (z.B. in Geweben), bei welcher eine spezifische, Fluoreszenzfarbstoff-mar-
kierte Sonde an die nachzuweisende Nukleinsäure bindet und diese dadurch sichtbar 
macht. Die Kombination des präzisen genetischen Nachweises mit Mikroskopie er-
möglicht die Identifikation, Visualisierung und Lokalisation von z.B. Mikroorganismen 
innerhalb ihres natürlichen Habitates oder in infiziertem Gewebe.  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Technik der FISH mit der Immunfluoreszenz-
Färbung auf E-Cadherin kombiniert, um eine mögliche intrazelluläre Lokalisation von 
S. aureus bestimmen zu können. Für die FISH wurden wie unter Abschnitt 2.3.1 be-
schriebene Paraffinschnitte verwendet. Die Schnitte wurden zunächst zur besseren 
Entparaffinierung für 20 min bei 60°C angewärmt, wie im Abschnitt 2.3.1 beschrieben 
entparaffiniert, rehydratisiert und anschließend luftgetrocknet. Für die Hybridisierung 
wurde das S. aureus PNA FISH™ Kit verwendet und die Durchführung erfolgte nach 
Herstellerangaben sowie eigenen Optimierungen. Statt der im Kit mitgelieferten Fluo-
rescein-Isothiocyanat-markierten Sonde wurde eine Alexa488-markierte Sonde ver-
wendet, da sich der Alexa488-Farbstoff gegenüber Fluoresceinisothiocyanat durch 
eine stärkere Leuchtintensität auszeichnet. Nach Angeben der Literatur [160] und 
des Herstellers hat die Sonde die Sequenz 5‘-GCTTCTCGTCCGTTC-3‘ und erkennt 
damit einen Bereich der S. aureus 16S rRNA.  
Pro zu untersuchendem Schnitt wurden 10 µl der Sonde aufgetragen, diese luftbla-
senfrei mit einem Deckgläschen abdeckt und mit Fotokleber abgedichtet. Nach Aus-
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härtung des Fotoklebers im Dunklen (ca. 10 min) erfolgte die Hybridisierung bei 55°C 
für 90 min in einem vorgeheizten Hybridisierungsofen. Nach Beendigung der Hybridi-
sierung wurden die Deckgläschen nach Ablösen des Fotoklebers vorsichtig abge-
nommen und die Proben in dem im Kit enthaltenen, zuvor angewärmten Waschpuffer 
bei 55°C für 30 min gewaschen. Als Positivkontrollen wurden hitzefixierte Ausstriche 
S. aureus-positiver Blutkulturen verwendet und als Negativkontrollen wurden die 
Schnitte statt mit der Sonde mit SDS-Sodium-Citrat-(SSC)-Puffer inkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte eine Immunfluoreszenz-Färbung auf E-Cadherin (ab den Blockierungs-
schritten, wie unter Abschnitt 2.3.3 beschrieben) bzw. bei den Positivkontrollen nur 
eine DNA-Färbung mit DAPI. Alle Schritte erfolgten im unter abgedunkelten Bedin-
gungen. Für die DNA-Färbung wurden die Schnitte nach stringentem Waschen zu-
nächst in TBS abgekühlt und anschließend mit 0,1 µg/ml DAPI in TBS bei 37°C für 
60 min inkubiert. Nach einem Waschschritt in A. dest. zur Entfernung von Salzen er-
folgte das Eindeckeln mit dem Fluoreszenzeindeckmittel. Bis zur Auswertung wurden 
die Schnitte bei 4°C gelagert, wobei die Deckgläschen für eine längere Lagerung mit 
Nagellack eingefasst wurden. Die Auswertung erfolgte mit einem motorisierten inver-
sen Fluoreszenzmikroskop IX81 von Olympus. 
2.5 Mikrobiologische Methoden 
2.5.1 Bestimmung der S. aureus-Keimzahl aus Nasensekreten 
Von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Podschun (Institut für Infektionsmedizin, Uni-
versität zu Kiel) wurde die nasale Kolonisierung mit S. aureus in den wie unter Ab-
schnitt 2.1.1 beschrieben hergestellten Nasensekreten bestimmt. Zur Quantifizierung 
der Keimzahl wurden 100 µl Nasensekret auf Chapman-Agar ausgestrichen und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. Zusätzlich wurde der Tupfer in 200 µl TSB als Anreiche-
rungskultur ebenfalls über Nacht bei 37°C inkubiert. Diese wurde anschließend so-
wohl auf Chapman-Agar als auch auf Schafblutagar fraktioniert ausgestrichen. Als 
Reinkulturen erhaltene Isolate wurden als S. aureus identifiziert, wenn die Kolonien 
das typische Aussehen aufwiesen, Hämolyse-positiv waren, Clumping factor und 
Protein A exprimierten und die Fähigkeit zur Koagulation von Citratplasma sowie zur 
Säureproduktion nach Fermentation von Mannitol hatten. 
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2.6 Statistische Auswertung  
Die statistische Auswertung der Daten und die Berechnung der p-Werte erfolgte mit 
der Statistiksoftware SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Ergebnisse sind bei 
nicht normalverteilten Daten als Mediane mit Interquartilsabstand (IQR) sowie mit 
kleinstem (Min) und größtem (Max) Wert und bei homogenen Verteilungen als arith-
metische Mittelwerte (MW) ± Standardabweichung (SD) unter Angabe der Stichpro-
bengröße (n) dargestellt.  
Dichotome Daten wurden mit dem exakten Test nach Fisher ausgewertet. Hierbei 
wurde aufgrund der gegebenen Fragestellung einseitig getestet. Skalierte Daten wur-
den bei sehr kleiner Stichprobengröße und homogener Verteilung mit einem t-Test 
analysiert, ansonsten wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test für den 
Vergleich zweier Stichproben angewendet. Bei diesen Daten wurde zweiseitig gete-
stet. Ergebnisse mit einem p-Wert ≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet. 
Eine Berechnung der Statistik fand erst ab einer Stichprobengröße von n ≥ 5 statt. 
Ein ausführlicher Überblick über die durchgeführten statistischen Testverfahren befin-
det sich im Anhang unter XI 2. Zur grafischen Aufbereitung der Daten wurden die 
Programme SPSS 17.0 sowie GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San 
Diego, USA) verwendet.  
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III  Ergebnisse 
1 Entzündungsassoziierte Genexpression in nasalen Biopsien 
In einer dieser Arbeit zugrundeliegenden Vorarbeit war der Hypothese nachgegan-
gen worden, dass sich pathophysiologische Aspekte des Zusammenspiels exogener 
und endogener Faktoren in der Genexpression der nasalen Mukosa von GPA-Pati-
enten im Vergleich zu Normalkontrollen widerspiegeln. Dafür wurden 49 Gene aus-
gewählt, deren Genprodukte entweder in die epitheliale Barrierefunktion oder in die 
angeborene Immunabwehr involviert sind oder denen eine Rolle bei der GPA-Patho-
genese zugesprochen wird (wie z.B. PR3 und protease-activated receptor (PAR) 2 
[54]). Die abgeleiteten Proteine gehören den folgenden funktionellen Gruppen an: 
Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr wie Toll-like-Rezeptoren, NOD-like-Re-
zeptoren, Peptidoglykan-Rezeptor und CD36, Adaptoren der TLR- oder NLR-Signal-
kaskaden, antimikrobielle Peptide (AMP), Cytokine der epithelialen Immunantwort 
und extrazelluläre Matrixproteine. 
 
Abb. 7: Differentiell exprimierte Transkripte bei GPA. Relative Expression von acht signifikant 
unterschiedlich (*) regulierten Transkripten, detektiert in nasalen Biopsien von NK-, GPA- und CRS- 
Patienten. Die Auswertung wurde von Robert Häsler zur Verfügung gestellt [161]. 
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Mit quantitativer Echtzeit-PCR konnte nachgewiesen werden, dass nasale Schleim-
haut von 31 NK, 29 GPA-Patienten und 31 CRS-Patienten als Krankheitskontrollen 
signifikante Unterschiede in ihrem mRNA-Expressionsprofil bezüglich folgender 
Gene aufwiesen: CD36 und DEFB1 (kodiert hBD1) zeigten bei GPA eine höhere, 
TLR4, NLRC3, IFN-γ, TGF-β1, IL-17D sowie Lysozym eine geringere Expression im 
Gegensatz zu NK (Abb. 7). Außerdem konnte beobachtet werden, dass DEFB4 
(kodiert hBD2) und S100A7 (Synonym Psoriasin) ausschließlich von GPA-Patienten 
exprimiert werden [161]. Zur Bestätigung der mRNA-Ergebnisse auf Proteinebene 
wurden exemplarisch die Proteine S100A7 und TLR4 mittels Immunhistochemie in 
Paraffinschnitten nasaler Biopsien (8 NK, 11 GPA, 5 CRS) detektiert (Abb. 8). 
 
Abb. 8: Immunhistochemischer Nachweis von S100A7 und TLR4 in nasalen Biopsien. Für die 
Negativkontrolle wurde der erste Antikörper durch PBS ersetzt (negativ). Als Positivkontrolle wurden 
Biopsien der Tonsilla palatina eingesetzt (Kontrolle). Vergrößerung: 200 x, Balken = 50 µm. Abb. aus 
[161].  
2 Cytokinexpression nasaler Epithelzellen 
2.1 Basale Cytokinexpression nasaler Epithelzellen 
Zur Analyse, ob der GPA eine veränderte Cytokinexpression zu Grunde liegt, wurde 
zunächst die basale Cytokinexpression nasaler Epithelzellen sowie anschließend 
diese nach Stimulation mit verschiedenen S. aureus-Komponenten (II 2.2.3) unter-
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sucht. Für die Analyse der basalen Cytokinexpression wurden zunächst nasale Epi-
thelzellen (unbehandelte Kontrollen aus II 2.2.3) von 19 NK- und 20 GPA-Patienten 
kultiviert.  
Tab. 8: Basale Cytokinexpression nasaler Epithelzellen 
Cytokin  NK GPA NK vs. GPA 
 
Median 
(pg/ml) 
IQA 
(pg/ml) 
Min 
(pg/ml) 
Max 
(pg/ml) 
Median 
(pg/ml) 
IQA 
(pg/ml) 
Min 
(pg/ml) 
Max 
(pg/ml) 
p-Wert 
IL-1α 71,74 120,3 uN 319,2 92,38 100,2 7,90 477,1 0,322 
IL-1β <2,67 1,68 uN 8,67 2,70 1,73 uN 12,74 0,224 
IL-2 <1,42 1,87 uN 6,46 3,60 3,25 uN 6,00 0,070 
IL-4 <0,32 0,22 uN 0,80 <0,32 0,31 uN 0,72 0,283 
IL-5 unterhalb der Nachweisgrenze (< 2,51)  
IL-6 26,22 37,29 2,81 788,3 29,61 44,40 3,70 139,5 0,607 
IL-7 unterhalb der Nachweisgrenze (< 2,43)  
IL-8 1388 3360 uN 5188 319,2 571,5 uN 3709 0,009 
IL-10 unterhalb der Nachweisgrenze (< 1,78)  
IL-12 <2,55 0,00 uN 3,75 <2,55 1,31 uN 4,03 0,283 
IL-13 unterhalb der Nachweisgrenze (< 2,68)  
IL-17 2,77 2,68 uN 6,41 3,54 2,72 uN 6,01 0,101 
G-CSF 19,60 57,66 uN 204,4 61,30 171,8 1,53 663,6 0,050 
GM-CSF 10,50 4,62 uN 28,70 12,50 3,41 7,74 21,58 0,084 
IFN-γ 4,61 3,92 uN 21,41 5,90 4,68 2,27 18,18 0,089 
MCP-1 3,66 1,83 uN 8,21 4,12 1,48 uN 7,90 0,667 
MIP-1β <1,41 0,48 uN 2,37 1,43 0,96 uN 2,79 0,141 
TNF-α <6,42 0,00 uN 13,46 <6,42 1,48 uN 11,00 0,296 
TNF-β 9,44 8,85 uN 24,46 14,20 8,69 3,35 23,40 0,054 
IQA = Interquartilsabstand, Min = kleinster gemessener Wert, Max = größter gemessener Wert. 
uN = unter der Nachweisgrenze (Details siehe II 2.3.5). 
Um ein umfangreiches Cytokin-Spektrum abzudecken, wurden Überstände dieser 
Zellkulturen mit einem Multiplex-Cytokinassay (II 2.3.5) auf 19 entzündungsrelevante 
Cytokine untersucht. Diese 19 Cytokine umfassten proinflammatorische (IL-1α, IL-1β, 
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-17, TNF-α), antiinflammatorische (IL-4, IL-10, IL-13), chemo-
taktisch wirksame (IL-8, MCP-1, MIP-1), hauptsächlich der adaptiven Immunantwort 
zugeordnete (IL-2, IL-4, IL-12p70, IL-13, IFN-γ) sowie für entzündungsassoziierte 
Proliferations- (G-CSF, GM-CSF) und Apoptosemechanismen (TNF-β) relevante Me-
diatoren. Für 17 der untersuchten Cytokine konnte bei der gewählten Patientenzahl 
und bei einem Signifikanzniveau von p ≤ 0,05 kein statistisch signifikanter Unter-
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schied hinsichtlich der gemessenen Konzentrationen zwischen primären nasalen 
Epithelzellkulturen von GPA- und NK-Patienten festgestellt werden (Tab. 8, Mann-
Whitney-U-Test). Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch für G-CSF und IL-8: 
G-CSF wird von nasalen Epithelzellen der GPA-Patienten vermehrt (GPA: Median 
61,3 pg/ml vs. NK: Median 19,6 pg/ml, p = 0,050) und IL-8 geringer exprimiert (GPA: 
Median 319 pg/ml vs. NK: Median 1388 pg/ml, p = 0,009, Abb. 9). 
 
Abb. 9: Signifikant unterschiedliche Cytokinkonzentrationen im Überstand nasaler Epithelzell-
kulturen von Patienten mit GPA und Normalkontrollen (NK). Basalexpression von IL-8 (A) und 
G-CSF (B), n = 19 (NK) bzw. 20 (GPA). Die Daten sind als Box-Plots dargestellt, der Median ist als 
gerade Linie in der Box gezeigt, die untere und obere Linie der Box repräsentieren das 1. bzw. 3. 
Quartil und die Whisker zeigen die Lage des Minimums und Maximums der Stichprobe an. Die runden 
Punkte sind Ausreißer (größer als der 1,5-fache Interquartilsabstand) und die Dreiecke Extremwerte 
(größer als der dreifache Interquartilsabstand). Die p-Wert-Bestimmung erfolgte mittels Mann-
Whitney-U-Test. 
2.2 IL-8-Expression nach Stimulation mit S. aureus-Komponenten 
Da sich bei der Analyse der Basalexpression zeigte, dass IL-8 bei GPA-Patienten 
signifikant reduziert sezerniert wird, erfolgte im Anschluss die Analyse der IL-8-Se-
kretion nasaler Epithelzellen als Reaktion auf eine Stimulation mit S. aureus. Dafür 
wurden Stimulationen nasaler Epithelzellen von 130 Patienten (40 NK, 46 GPA, 
44 CRS) mit verschiedenen S. aureus-Komponenten durchgeführt (Bakterienlysate in 
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den Konzentrationen 1 x 103/ml, 1 x 105/ml, 1 x 107/ml und S. aureus-Überstände in 
den Verdünnungen 1:5, 1:50 und 1:500 ausgehend von einer Bakterienkonzentration 
von 5 x 108/ml, mit Zellkulturmedium verdünnt; II 2.2.3). Die IL-8-Konzentrationen in 
je 10 Zellkulturüberständen der drei Gruppen (NK, GPA, CRS) wurden mit ELISA 
quantifiziert und die Ergebnisse wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test statistisch 
ausgewertet. Die Messwerte sind übersichtshalber als Mediane in der Tab. 9 sowie 
ausführlicher im Anhang (XI 3) gezeigt und dienen dem Überblick über die im 
Folgenden analysierten Effekte der einzelnen Stimuli auf die nasalen Epithelzellen 
und die Gruppenvergleiche.  
Tab. 9: IL-8-Konzentrationen im Überstand nasaler Epithelzellkulturen ohne und mit Stimula-
tion*
,#
 
  NK   GPA  CRS 
 16 h 24 h 16 h 24 h 16 h 24 h 
unstimuliert 1859 2805 532 1077 2283 4823 
TSB 2131 2968 709 1268 3231 5767 
1:500 Ü 3708 3037 700 1099 3260 6502 
1:50 Ü 2584 4177 1145 1618 5786 7862 
1:5 Ü 3878 6161 1040 2287 7418 10773 
3B 1810 2558 711 1021 2025 4923 
5B 1355 2289 303 700 2310 4620 
7B 917 943 210 323 1356 2349 
*Dargestellt sind die Mediane in pg/ml. #Reaktionsansätze: unstimuliert, bakterielles Wachstums-
medium in einer Verdünnung von 1:5 (TSB), Bakterienlysate in den Konzentrationen 1 x 10
3
/ml (3B), 
1 x 10
5
/ml (5B), 1 x 10
7
/ml (7B) und S. aureus-Überstände in den Verdünnungen 1:5, 1:50 und 1:500 
(1:5 Ü, 1:50 Ü, 1:500 Ü). Weitere Erklärungen im Material- und Methodenteil unter II 2.2.3. 
Von den in Tab. 9 genannten Stimuli wurde zunächst analysiert, welche einen stati-
stisch signifikanten Effekt auf nasale Epithelzellen in Kultur ausüben. Dafür wurden 
die IL-8-Konzentrationen der Zellkulturüberstände statistisch mit der unbeimpften 
Leerkontrolle (im Folgenden als „leer“ abgekürzt) verglichen (Mann-Whitney-U-Test). 
Der bakterielle Überstand in der Verdünnung von 1:5 (im Folgenden „1:5 Ü“ abge-
kürzt) übte nach 24 h Stimulation einen stimulierenden Effekt auf alle drei Gruppen 
aus [Mediane: NK: 6161 pg/ml (1:5 Ü), 2805 pg/ml (leer), p = 0,011; GPA: 
2287 pg/ml (1:5 Ü), 1077 pg/ml (leer), p = 0,035; CRS: 10773 pg/ml (1:5 Ü), 
4823 pg/ml (leer), p = 0,023; Abb. 10]. Bei der CRS-Gruppe konnte dieser Effekt 
schon nach 16 h Stimulation beobachtet werden (p = 0,015).  
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Eine Inhibition durch das Lysat der Konzentration von 1 x 107 Bakterien/ml (im Fol-
genden als „7B“ abgekürzt) konnte nach 24 h Stimulation bei allen drei Gruppen fest-
gestellt werden [Mediane: NK: 943 pg/ml (7B), 2805 pg/ml (leer), p = 0,031; GPA: 
323 pg/ml (7B), 1077 pg/ml (leer), p = 0,031; CRS: 2349 pg/ml (7B), 4823 pg/ml 
(leer), p = 0,016; Abb. 10]. Dieser Effekt war bei CRS wiederum schon nach 16 h 
erkennbar (p = 0,012). 
 
Abb. 10: IL-8-Konzentrationen in den Überständen nasaler Epithelzellkulturen nach 24 h 
Stimulation. Dargestellt sind die Stimuli S. aureus-Überstand in der Verdünnung 1:5 (1:5 Ü) sowie 
S. aureus-Lysat einer Konzentration von 1 x 10
7 
Bakterien/ml (7B) im Vergleich zur Basalexpression 
(basal) bei den drei Patientengruppen (NK, GPA, CRS, n =10). Die p-Wert Bestimmung erfolgte 
mittels Mann-Whitney-U-Test. 
Nur mit den höchsten Dosierungen (1:5 Ü und 7B) konnten statistisch signifikante Er-
gebnisse erzielt werden. Weitere Zeiteffekte mit höheren Werten nach 24 h als nach 
16 h konnten zwar bei den ELISA-Messungen einiger Patienten beobachtet, aber 
statistisch nicht belegt werden. Für 1:5 Ü bei NK (Mediane: 16 h: 3878 pg/ml, 24 h: 
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6161 pg/ml, p = 0,055) und GPA (Mediane: 16 h: 1040 pg/ml, 24 h: 2287 pg/ml, 
p = 0,075) ließen sich mögliche Tendenzen feststellen.  
Damit eine Aussage getroffen werden konnte, ob sich die oben genannten Gruppen 
in ihrer IL-8-Sekretion als Reaktion auf die Stimuli unterscheiden, wurden die 
gemessenen Konzentrationen hinsichtlich ihrer Basalexpression (unbeimpfte 
Leerkontrolle) und den beiden beobachteten Effekten (1:5 Ü und 7B) verglichen 
(Abb. 11). In der Basalexpression war nach 16 und 24 h eine statistisch signifikant 
niedrigere IL-8-Konzentration bei GPA im Vergleich zu NK [p = 0,020 (16 h) bzw. 
0,019 (24 h)] wie auch zu CRS [p = 0,001 (16 h) bzw. 0,001 (24 h)] zu verzeichnen. 
Für NK vs. CRS war dagegen kein signifikanter Unterschied zu beobachten.  
 
Abb. 11: IL-8-Konzentrationen in den Überständen nasaler Epithelzellkulturen nach 16 und 24 h 
Stimulation. Dargestellt sind die Konzentrationen der Basalexpression (basal) sowie der Stimuli 
S. aureus-Überstand in der Verdünnung 1:5 (1:5 Ü) und S. aureus-Lysat einer Konzentration von 
1 x 10
7 
Bakterien/ml (7B) der drei Patientengruppen (NK, GPA, CRS, n =10). Die p-Wert Bestimmung 
erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.  
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Bei einem Vergleich der IL-8-Expression der Gruppen nach der Stimulation mit dem 
S. aureus-Überstand (1:5 Ü) fiel auf, dass diese bei GPA im Vergleich zu CRS zu 
beiden Zeitpunkten [p = 0,003 (16 h) bzw. p < 0,001 (24 h)] wie zu NK nach 24 h sig-
nifikant geringer ist (p = 0,009). Ein Vergleich der IL-8-Konzentrationen bei Stimula-
tion mit Lysaten von 1 x 107 Bakterien/ml (7B) ergab, dass sich nach 24 h GPA mit 
geringerer IL-8-Expression sowohl von NK (p = 0,041) als auch von CRS (p = 0,013) 
signifikant unterscheidet. Zwischen CRS und NK ließ sich zu beiden Zeitpunkten kein 
Unterschied feststellen. 
Die Gruppen sollten außerdem hinsichtlich ihrer Antwort auf den Stimulus verglichen 
werden. Der dynamische Umfang beschreibt bei einer Stimulation die Änderung der 
IL-8-Konzentration gegenüber der Basalexpression, z.B. also bei einem stimulie-
renden Effekt die Menge neu sekretierten IL-8. Dafür wurden mit den Differenzwerten 
der IL-8-Konzentrationen (∆ IL-8; 1:5 Ü - leer bzw. 7B - leer) statistische Vergleiche 
mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgeführt. 
Nasale Epithelzellen von GPA-Patienten reagierten in geringerem Maße als NK-
Patienten auf den Stimulus 1:5 Ü nach 24 h (p = 0,029). GPA-Patienten bildeten also 
nicht nur basal weniger IL-8 als Normalkontrollen, sie waren außerdem in ihrer Fähig-
keit eingeschränkt, auf einen Stimulus zu reagieren. Nach 16 h Stimulation war die-
ser Effekt allerdings noch nicht zu beobachten. Nasale Epithelzellen von CRS-Pa-
tienten hingegen bildeten auf den Stimulus 1:5 Ü nach 16 h signifikant mehr IL-8 als 
diejenigen von NK-Patienten (p = 0,015), was jedoch nach 24 h nicht mehr nachweis-
bar war. Wiederholt war auffällig, dass sich die Reaktionen nasaler Epithelzellen von 
GPA- und CRS-Patienten zu beiden Zeitpunkten in Form von geringerer IL-8 Expres-
sion bei GPA-Patienten signifikant voneinander unterscheiden [p = 0,002 (16h) bzw. 
0,035 (24h)] (Abb. 12). Hinsichtlich der Reaktion auf 7B zeigt sich kein statistisch 
signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen zu beiden Zeitpunkten.  
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Abb. 12: Signifikante Unterschiede im dynamischen Umfang der IL-8-Sekretion nasaler Epithel-
zellen nach Stimulation mit S. aureus-Überstand. Nasale Epithelzellen der Patientengruppen NK, 
GPA und CRS wurden für 16 h (A) bzw. 24 h (B) mit S. aureus-Überstand in einer Verdünnung von 
1:5 mit Zellkulturmedium stimuliert; n = 10. Dargestellt ist die Differenz mit ELISA quantifizierter IL-8-
Konzentrationen der Überstände stimulierter zu unstimulierten Zellen. Die p-Wert-Bestimmung erfolgte 
mittels Mann-Whitney-U-Test. 
Für die Cytokinsekretion lässt sich also zusammenfassend festhalten, dass  
1.  sich bei unstimulierten nasalen Epithelzellen signifikante Unterschiede zwischen 
GPA- und NK-Patienten nur für die Cytokine G-CSF und IL-8 zeigten, 
2.  nasale Epithelzellen von GPA-Patienten in ihrer Fähigkeit eingeschränkt sind, auf 
einen bakteriellen Stimulus (1:5 Ü) mit adäquater IL-8-Sekretion zu reagieren, 
3. nasale Epithelzellen von CRS-Patienten tendenziell höhere IL-8-Mengen sezer-
nieren und auf den Stimulus (1:5 Ü) nach 16 h stärker reagieren als NK. 
3 Expression antimikrobieller Peptide 
3.1 LL-37, hBD3 und RNase 7 im Nasensekret 
Eine defekte epitheliale Barrierefunktion der nasalen Mukosa könnte sich auch in 
Form von veränderter Expression antimikrobieller Peptide äußern. Daher wurden die 
antimikrobiellen Peptide LL-37, hBD3 und RNase 7 analysiert. Diese AMP wurden 
ausgewählt, da sie u.a. gegen S. aureus wirksam sind [149;150;162] und diesem 
Bakterium wie in der Einleitung unter Abschnitt I 4.5 dargestellt eine besondere Rolle 
bei der Pathogenese der GPA zugesprochen wird. 
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Nasale Sekrete von Patienten der drei Gruppen wurden auf die Konzentrationen der 
genannten antimikrobiellen Peptide mittels ELISA (II 2.3.4) untersucht (Tab. 10). Bei 
keinem der drei AMP konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen 
festgestellt werden (Mann-Whitney-U-Test).  
Tab. 10: Konzentrationen ausgewählter antimikrobieller Peptide im Nasensekret 
 n Median 
(ng/ml) 
IQA 
(ng/ml) 
Min 
(ng/ml) 
Max 
(ng/ml) 
LL-37, NK 13 10,10 24,94 uN 61,87 
LL-37, GPA 14 25,56 45,02 uN 89,89 
LL-37, CRS 12 18,95 29,67 uN 42,79 
hBD3, NK 13 0,94 3,12 uN 19,77 
hBD3, GPA 14 1,42 4,90 uN 9,03 
hBD3, CRS 11 0,00 0,88 uN 5,96 
RNase 7, NK 14 12,26 13,64 uN 40,00 
RNase 7, GPA 15 16,94 21,09 2,34 40,00 
RNase 7, CRS 13 9,13 26,28 0,55 40,00 
IQA: Interquartilsabstand, Min = kleinster gemessener Wert, Max = größter gemessener Wert. 
uN: unter der Nachweisgrenze (LL-37: 1,9 ng/ml, hBD3: 0,8 ng/ml, RNase 7: 0,31 ng/ml). 
3.1.1 Einfluss nasaler S. aureus-Kolonisation auf die AMP-Sekretion 
Zur Analyse eines möglichen Einflusses nasaler Kolonisierung mit S. aureus auf die 
Induktion der AMP-Expression, wurden die AMP-Konzentrationen im Nasensekret 
von nasal mit S. aureus besiedelten und nicht-besiedelten Patienten mit einem 
Mann-Whitney-U-Test statistisch verglichen. Ein statistisch signifikanter Kolonisa-
tionseffekt konnte für LL-37 bei NK- (nicht-besiedelt: Median 5,14 ng/ml vs. besiedelt: 
Median 28,88 ng/ml; p = 0,014) und GPA-Patienten (nicht-besiedelt: Median 
0,00 ng/ml vs. besiedelt: Median 42,09 ng/ml; p = 0,001) gezeigt werden (Abb. 13). 
Im Gegensatz dazu war dieser Kolonisationseffekt für LL-37 bei CRS-Patienten nicht 
zu beobachten und für hBD3 sowie RNase 7 konnte kein Kolonisationseffekt bei den 
drei Gruppen verzeichnet werden. 
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Abb. 13: Erhöhte LL-37-Konzentration in Nasensekreten S. aureus kolonisierter Patienten im 
Vergleich zu Patienten ohne S. aureus-Besiedlung. Die LL-37-Konzentration nasaler Sekrete von 
Patienten mit GPA (n = 14) und von Normalkontrollen (NK; n = 13) wurden im ELISA quantifiziert. Von 
denselben Sekreten erfolgte parallel zur Ermittlung der Kolonisierung eine Bestimmung der S. aureus-
Keimzahl auf Chapman-Agar (II 2.5.1). Die Mediane sind als horizontale Linien gekennzeichnet. Die p-
Wert Bestimmung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Abb. in Anlehnung an [163]. 
3.2 LL-37- und hBD3-Lokalisation in nasalem Gewebe 
Zur Klärung der Frage, welche Zellen als AMP-Produzenten in der Nase fungieren, 
wurden Paraffinschnitte nasaler Biopsien immunhistochemisch auf die beschriebe-
nen AMP analysiert. Histologisch zeigte sich eine vergleichbare Gewebearchitektur 
und zelluläre Zusammensetzung aller drei Gruppen, insbesondere konnten die GPA-
spezifischen pathologischen Veränderungen wie Granulome, landkartenartige Nekro-
sen, Kleingefäßvaskultis [164;165] oder verstärkte Infiltration von Entzündungszellen 
nicht festgestellt werden (Abb. 14).  
RNase 7 konnte immunhistochemisch bei keiner der Gruppen (NK: 3 Schnitte, GPA: 
3 Schnitte, CRS: 1 Schnitt) in der Mukosa von Nasenmuschelbiopsien detektiert wer-
den, obwohl die Färbung an Biopsien der Cutis gesunder Probanden als Positivkon-
trolle [150] erfolgreich war. LL-37 und hBD3 hingegen konnten in allen Biopsien 
(n = 2 je Gruppe) immunhistochemisch nachgewiesen werden. LL-37 wurde in der 
Epithelschicht, in submukösen Drüsen sowie in einzelnen Zellen im Bindegewebe 
lokalisiert, die morphologisch am ehesten Granulozyten ähnelten (Abb. 15, Abb. 16).  
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Abb. 14: Vergleichbare Gewebearchitektur und zelluläre Zusammensetzung nasaler Biopsien. 
Hämalaun-Färbung der drei Gruppen. Vergrößerung: 200 x, Balken = 50 µm.  
 
Abb. 15: LL-37- und hBD3-Expression in nasalem Gewebe. Immunhistochemische Färbungen 
(II 2.3.1) nasaler Gewebeschnitte eines GPA-Patienten. Immunreaktive Bereiche sind rot angefärbt. 
Biopsien der Tonsilla palatina dienten als Positivkontrollen. Obere Reihe: LL-37, untere Reihe: hBD3; 
a: gefärbte nasale Biopsie; b: nasale Biopsie, Negativkontrolle; c: gefärbte Tonsilla palatina-Biopsie; d: 
Tonsilla palatina, Negativkontrolle. Vergrößerung: 200 x, Balken = 50 µm.  
hBD3 wurde ebenfalls vom Epithel und in submukösen Drüsen exprimiert (Abb. 15). 
Eine Expression in einzelnen Zellen im Bindegewebe wie bei LL-37 konnte für hBD3 
nicht beobachtet werden. Eine zusätzlich durchgeführte Doppelfärbung für AMP und 
Cytokeratin 18 als spezifischem Marker für Epithelzellen [166] bestätigte die Beob-
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achtung, dass nasale Epithelzellen hauptverantwortlich für die Expression von LL-37 
und hBD3 im nasalen Gewebe sind (in Abb. 16-A exemplarisch für LL-37 dargestellt). 
 
Abb. 16: Immunhistochemische Färbung der LL-37-Expression im Epithel (A) und in Granulo-
zyten (B) nasalen Gewebes. A: Doppelfärbung auf LL-37 (pink, schwarzer Pfeil) und Cytokeratin 18 
(braun, weißer Pfeil), Färbung (a), Negativkontrolle (b), 400 x-Vergrößerung. B: LL-37 exprimierende 
Zellen im Bindegewebe (a), in Gefäßen (b) in 1000 x-Vergrößerung und (c) ein Ausschnitt aus b, 
digital vergrößert auf 4000 x; Balken = 50 µm. 
3.3 Stimulation nasaler Epithelzellen mit S. aureus 
Nachdem in nasalen Epithelzellen eine starke LL-37- und hBD3-Synthese nachge-
wiesen werden konnte, wurde der Einfluss von S. aureus auf die AMP-Expression 
untersucht. In einem Vorversuch wurde zunächst der optimale Stimulus für die AMP-
Synthese nasaler Epithelzellen ermittelt. Hierfür wurden nasale Epithelzellen von 
einer Normalkontrolle mit verschiedenen Konzentrationen an S. aureus-Lysaten und 
steril-filtrierten S. aureus-Überständen für 8, 16 und 24 h inkubiert (II 2.2.3). Anschlie-
ßend wurden die Zellkulturüberstände mittels ELISA (II 2.3.4) analysiert (Abb. 17). 
Der S. aureus-Überstand in einer Verdünnung von 1:5 übte nach 16 h die größte 
stimulierende Wirkung zur Sekretion der beiden AMP aus. Folglich wurden für den 
Hauptversuch je fünf Patienten aus jeder Gruppe zufällig ausgewählt und die Epithel-
zellen dieser Patienten für 16 h mit dem 1:5-Überstand stimuliert (Tab. 11).  
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Abb. 17: LL37- (grün) und hBD3- (violett) Konzentrationen in den Überständen nasaler Epithel-
zellkulturen nach unterschiedlicher Stimulationsdauer mit verschiedenen S. aureus-Kompo-
nenten. S. aureus-Überstände wurden in den Verdünnungen 1:5 (1:5 Ü), 1:50 (1:50 Ü) und 1:500 
(1:500 Ü), sowie S. aureus-Lysate von 1 x 10
3
/ml-, 1 x 10
5
/ml- und 1 x10
7
/ml Bakterien (3B; 5B; 7B) 
eingesetzt. Als Kontrollen fungierten TSB und eine unbeimpfte Leerkontrolle. Die Quantifizierung der 
antimikrobiellen Peptide erfolgte im ELISA (II 2.2.3). 
Tab. 11: AMP-Konzentrationen in den Überständen nasaler Epithelzellkulturen, basal und nach 
S. aureus-Stimulation 
  MW 
(ng/ml) 
SD 
(ng/ml) 
Min 
(ng/ml) 
Max 
(ng/ml) 
LL-37 NK, basal uN - uN 1,95 
 NK, stimuliert 39,74 22,31 uN 52,19 
 GPA, basal uN  - uN uN 
 GPA, stimuliert 46,92 5,36 43,37 56,06 
 CRS, basal uN  - uN uN 
 CRS, stimuliert 37,91 21,83 uN 54,45 
hBD3 NK, basal uN  - uN 1,63 
 NK, stimuliert 100,73 4,56 95,04 107,38 
 GPA, basal 2,08 1,19 uN 3,03 
 GPA, stimuliert 92,11 4,01 88,79 98,88 
 CRS, basal 1,79 -* uN 4,91 
 CRS, stimuliert 78,64 41,58 5,63 103,21 
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Min = kleinster gemessener Wert, Max = größter gemes-
sener Wert. uN: unter der Nachweisgrenze (LL-37: 1,9 ng/ml, hBD3: 1,6 ng/ml).*keine Angabe mög-
lich, da einige Werte unter der Nachweisgrenze lagen. 
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Abb. 18: Konzentrationen sezernierter AMP stimulierter und unstimulierter nasaler Epithelzel-
len nach 16 h. Dargestellt sind die mit ELISA bestimmten LL-37- (A) und hBD3- (B) Konzentrationen 
von Epithelzellkulturüberständen der unstimulierten Leerkontrolle und der mit S. aureus-Überstand in 
der Verdünnung 1:5 stimulierten Zellen. Die Mittelwerte sind als horizontale Linien gekennzeichnet. In 
Rot eingezeichnet ist der dynamische Umfang (Differenz der hBD3-Konzentrationen o.g. Überstände). 
Der Stichprobenumfang betrug je Gruppe 5. Die p-Wert-Bestimmung erfolgte mittels t-Test. 
Bei beiden AMP konnte eine statistisch signifikante Reaktion der nasalen Epithelzel-
len aller drei Gruppen auf den Stimulus (stimuliert vs. basal) beobachtet werden [LL-
37: p = 0,017 (NK), p < 0,001 (GPA), p = 0,018 (CRS); hBD3: p < 0,001 (NK), 
p < 0,001 (GPA), p = 0,014 (CRS); t-Test; Abb. 18]. Ein Vergleich der Gruppen ergab 
bei LL-37 keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu konnte bei nasalen 
Epithelzellen von GPA-Patienten im Vergleich zu NK-Patienten eine basal signifikant 
erhöhte (p = 0,023), aber nach Stimulation signifikant erniedrigte (p = 0,013; t-Test) 
hBD3-Konzentration beobachtet werden. Entsprechend ist auch der dynamische Um-
fang der Antwort (∆ hBD3) bei nasalen Epithelzellen von GPA-Patienten signifikant 
geringer als von NK-Patienten (p = 0,007, t-Test). Im Gegensatz zu GPA-Patienten 
unterscheiden sich die Reaktionen nasaler Epithelzellen von CRS-Patienten stati-
stisch nicht von NK-Patienten. 
Im Hinblick auf die Expression der AMP LL-37, hBD3 und RNase 7 konnten also die 
folgenden Aspekte herausgearbeitet werden: 
1. Die AMP-Konzentrationen in nasalen Sekreten unterscheiden sich zwischen den 
Gruppen nicht. 
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2. Die nasale S. aureus Besiedlung korreliert mit erhöhten LL-37-Konzentrationen 
im Nasensekret bei GPA- und NK-Patienten, jedoch nicht bei CRS-Patienten. 
3. Im nasalen Gewebe sind die Epithelzellen die hauptsächlichen Syntheseorte von 
LL-37 und hBD3. RNase 7 lässt sich in Nasenmuschelbiopsien nicht nachweisen. 
4. Auf Stimulation mit S. aureus (1:5 Ü) reagieren nasale Epithelzellen mit der 
Sekretion von LL-37 und hBD3. Dabei ist die hBD3-Antwort von GPA-Patienten 
geringer ausgeprägt als die von NK-Patienten. Im Gegensatz dazu sind keine 
statistisch signifikanten Unterschiede in den Reaktionen nasaler Epithelzellen 
von CRS-Patienten im Vergleich mit NK-Patienten zu detektieren. Hinsichtlich 
LL-37 unterscheiden sich die Gruppen nicht. 
4 Intraepitheliale Lokalisation von S. aureus in nasalen Biopsien  
Ein Funktionsdefekt der nasalen Epithel-Barriere ist mögliche Ursache der höheren 
Besiedlungsraten mit S. aureus bei GPA und CRS [118;167]. Da eine solche Besied-
lung nach klinischer Erfahrung trotz lokaler und systemischer antimikrobieller Medi-
kation oft wiederkehrt, stellt sich die Frage nach der Lokalisation von S. aureus im 
nasalen Gewebe und damit verbundener möglicher escape-Mechanismen. 
Zur Analyse einer möglichen intrazellulären S. aureus-Lokalisation wurde ein erstes 
Pilotexperiment (ein Beobachter, nicht verblindet, unterschiedliche Größen der Biop-
sien) initiiert. Hierfür wurden an Paraffinschnitten nasaler Biopsien (GK: n = 10, CRS: 
n = 10, GPA: n = 9) Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungen (FISH) auf S. aureus, ge-
koppelt mit einer Immunfluoreszenz-Färbung auf E-Cadherin durchgeführt. Durch die 
Anfärbung der Epithelzellmembran kann eine mögliche intrazelluläre Lokalisation der 
Bakterien festgestellt werden. Die Untersuchung fand bei 1000 x-Vergrößerung an 
einem Fluoreszenzmikroskop statt, welches die dreidimensionale Strukturanalyse 
durch die Aufnahme von Bilder-Stapeln in der Z-Ebene (z-stack) ermöglicht.  
Aufgrund der geringen Inzidenz von S. aureus in den Biopsien wurde die statistische 
Auswertung nur auf die intrazelluläre An- bzw. Abwesenheit von S. aureus be-
schränkt. Die Gruppen-spezifischen Häufigkeiten von S. aureus-positiven 
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bzw. -negativen Proben wurden mit dem exakten Test nach Fisher berechnet. 
Einseitig wurde getestet, da die Hypothese zu Grunde lag, dass sich eine gestörte 
Barriere begünstigend auf die Besiedlung auswirkt. Dieses erste Pilotexperiment hat 
gezeigt, dass S. aureus bei den Normalkontrollen (n = 10) im nasalen Epithel 
intrazellulär nicht nachgewiesen werden konnte, im Gegensatz dazu war ein 
Nachweis bei 4 von 10 CRS- und 2 von 9 GPA-Patienten möglich. Damit war bei 
CRS-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen das intrazelluläre Vorkommen von 
S. aureus signifikant erhöht (p = 0,043, Fisher’s exakter Test). GPA-Patienten 
unterschieden sich statistisch nicht von den Normalkontrollen (p = 0,211) und auch 
nicht von den CRS-Patienten (p = 0,370). Ein intrazelluläres Vorkommen in nasalen 
Epithelzellen, wie in den Patientenbiopsien mittels FISH beobachtet, konnte auch 
durch exemplarische Invasionsexperimente gezeigt werden (Abb. 19). 
 
Abb. 19: Immunfluoreszenz-Färbung von S. aureus in nasalen Epithelzellen im konfokalen 
Fluoreszenzmikroskop. Nach einem Invasionsversuch (II 2.2.5) wurde mit einem anti-E-Cadherin-
Antikörper die Zellmembran der Epithelzelle (sowie Teile des Protein A von S. aureus) rot und mit 
einem anti-Protein-A-Antikörper die Zellwände der S. aureus-Bakterien grün angefärbt. Der 
eukaryonte Zellkern erscheint durch die DAPI-Färbung blau. Die Bakterienansammlung erscheint 
leuchtend orange aufgrund der Überlagerung von rot und grün. Sie ist intrazellulär lokalisiert, da sie 
auf allen drei Ebenen (umrandete Teilabbildungen) erkennbar von der rot angefärbten Zellmembran 
(weiße Pfeile) umschlossen ist (A; 3-Ebenen-Darstellung, 1260 x Vergrößerung). Unter Ausblendung 
des roten Kanals erscheinen die Zellwände der Bakterien als grüne Ringe, digital vergrößert auf 
2520 x, gezeigt ist ein Ausschnitt aus A (B). 
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Eine intrazelluläre Akkumulation von S. aureus konnte also nur in der nasalen 
Mukosa der Patientengruppen GPA und CRS nachgewiesen werden. 
5 Generierung transformierter nasaler Epithelzelllinien 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Generierung transformierter Zelllinien, mit 
denen als krankheitsspezifischen Modellzelllinien die Pathomechanismen der GPA 
unabhängig von zellzahllimitierenden und zeitlich begrenzten Primärzellkulturen 
vertiefend untersucht werden könnten.  
Zur Etablierung und Optimierung der Methodik der retroviralen Transduktion und 
Transformation wurden zunächst nasale Epithelzellen von drei Normalkontrollen mit 
Virusvektoren transduziert, die mit dem die β-Galaktosidase-kodierenden Plasmid 
pCL-MFG-LacZ und einem Verpackungskonstrukt hergestellt wurden. Dabei wurden 
die Retrovirus-enthaltenden Überstande in verschiedenen Verdünnungen mit Zellkul-
turmedium (1:2, 1:3 und 1:5) eingesetzt, damit die Transduktionseffizienz ermittelt 
werden konnte. Außerdem wurden zwei verschiedene Verpackungs-konstrukte pCL-
10A1 bzw. pCL-Ampho verwendet. Hiermit sollte geklärt werden, welches das besse-
re Hüllprotein für nasale Epithelzellrezeptoren kodiert und damit die bessere Aufnah-
me in die Zelle gewährleistet. Mit einer β-Galaktosidase-Färbung (II 2.3.9) wurde die 
durch die Transduktion mit den pCL-MFG-LacZ abgeleiteten Virusvektoren erreichte 
β-Galaktosidase-Aktivität nachgewiesen (Abb. 20). Dabei stellte sich das 1:5-Verhäl-
tnis als das erfolgreichste heraus. Unterschiede zwischen den Verpackungskonstruk-
ten konnten nicht beobachtet werden. 
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Abb. 20: X-Gal Färbung zum Nachweis der Transduktion nasaler Epithelzellen durch retrovirale 
LacZ-Vektoren. Die blaue Färbung charakterisiert transduzierte Zellen, da diese Zellen das übertra-
gene Enzym β-Galaktosidase exprimieren, welche die Reaktion des bei der Färbung zugegebenen 
gelben Substrates zu einem blauen Indigo-Farbstoff katalysiert. 400 x-Vergrößerung, Balken = 50 µm. 
Anschließend wurden nasale Primärzellkulturen von zwei NK-, zwei GPA- und drei 
CRS-Patienten mit den bmi-1- bzw. hTERT-übertragenden Retroviren transduziert 
(II 2.2.6). Ab der vierten Subkultivierung verminderten die hTERT-transduzierten Zel-
len jedoch ihre Mitoseaktivität und stellten ihr Wachstum zunehmend ein. Im Ver-
gleich zu den Primärzellkulturen, welche in der Regel nicht länger als 21 Tage kulti-
viert werden konnten, wiesen sie jedoch eine deutlich verlängerte Lebensspanne auf.  
Die mit bmi-1 generierten Zelllinien konnten weiter kultiviert (durchschnittliche Kulti-
vierungsdauer: 9,2 Wochen, SD: 6,9 Wochen; je nach Zeitpunkt der Generierung bis 
zu 15 Passagen) und charakterisiert werden. Zunächst wurde mit RT-PCR und We-
sternblot die Transkription und Proteinexpression des eingeführten Genes bmi-1 veri-
fiziert (Abb. 21). Zum Nachweis der epithelialen Herkunft wurde in Kooperation mit 
Dr. K. Holl-Ulrich (Institut für Pathologie, Universität zu Lübeck, Teilprojekt 4 der 
Klinischen Forschergruppe 170) das Cytokeratinprofil (Cytokeratine 7, 8/18, 10/13, 
14, 19) an primären nasalen Epithelzellen sowie an nasalen Biopsien, aus denen sie 
abgeleitet wurden, mittels Immuncyto- und -histochemie erstellt (je n = 4). Alle diese 
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Cytokeratinvarianten zeigten Immunreaktivität, wobei sich bei Cytokeratin 7 und 8/18 
die stärkste Ausprägung darstellte. Folglich wurden die Cytokeratine 7 und 8/18 zur 
Bestätigung des epithelialen Ursprungs der transformierten Zelllinien ausgewählt (in 
Abb. 22 exemplarisch für Cytokeratin 8/18 gezeigt). Die Zelllinien zeigten ein 
Cytokeratinmuster, das demjenigen primärer Epithelzellkulturen und von Epithelien 
nasaler Biopsien entspricht und damit deren epitheliale Herkunft bestätigt. 
 
Abb. 21: Überexpression von bmi-1 in den transformierten Zelllinien. RT-PCR-Analyse (A) und 
Westernblot (B) verifizieren die Überexpression von bmi-1 exemplarisch in zwei transformierten Zell-
linien von NK-Patienten (IZ 1 und IZ 2) im Vergleich zu nasalen nicht-transduzierten Primärzellkulturen 
(prim. Z.). Hela- bzw. HEK-Zellen fungierten als Positivkontrollen. 
 
Abb. 22: Immunfärbungen auf Cytokeratin 8/18. Immunhistochemische Färbung einer nasalen 
Biopsie mit DAB als Substrat (A). Immuncytochemische Darstellung einer primären Epithelzellkultur 
mit FastRed als Substrat (B) sowie einer transformierten Zelllinie mit NovaRed als Substrat (C). Deut-
liche Anfärbung der Epithelschicht (A) bzw. netzartiger Cytoskelettstrukturen in den Zellen (B, C). Ver-
größerung: 640 x, Balken = 50 µm. 
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Nachfolgend wurden wie unter II 2.2.3 beschriebe Stimulationen mit der generierten 
GPA-Zelllinie durchgeführt und die in den Überstand sekretierten Konzentrationen 
von IL-8, G-CSF, LL-37 und hBD3 mittels ELISA quantifiziert. Hinsichtlich hBD3 und 
LL-37 zeigten die transformierten Zellen eine deutliche Reaktion auf den Stimulus 
(1:5 Ü) und in etwa gleiche Konzentrationen [hBD3: 0,15 pg/ml (basal), 72,43 pg/ml 
(stimuliert); LL-37: 0,05 pg/ml (basal), 50,93 pg/ml (stimuliert)] wie primäre Zell-
kulturen von GPA-Patienten (Tab. 11). Auch die basale G-CSF-Konzentration von 
89 pg/ml der transformierten Zellen liegt innerhalb der beobachteten Schwankungen 
der G-CSF-Konzentrationen primärer nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten 
(Median 61,3 pg/ml; 3.Quartil 193,5 pg/ml; Tab. 8). Zusätzlich konnte eine erhöhte 
G-CSF-Sekretion auf den Stimulus verzeichnet werden (126 pg/ml). Demgegenüber 
fiel die IL-8-Sekretion der transformierten Zellen deutlich geringer (basal: 171 pg/ml, 
stimuliert: 89 pg/ml) aus als die primärer nasaler GPA-Epithelzellen (basal: 1248 ± 
882 pg/ml, Minimalwert 379 pg/ml; XI 3). Zur Klärung der Frage, ob die beobachtete 
Abnahme der IL-8-Sekretion ursächlich mit dem Vorgang der Transformation in 
Verbindung gebracht werden kann, wurden nasale Tumorzellen (RPMI-2650) analog 
stimuliert. Bei diesen Tumorzellen mit immortalen Eigenschaften konnte überhaupt 
keine IL-8-Sekretion verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt). 
Die Ergebnisse zu den tranformierten Zellen lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
1. Die Transduktion des bmi-1-Gens in nasale Epithelzellen ließ sich mittels RT-
PCR und Westernblot verifizieren. 
2. Die transformierten Zellen zeigen ein Cytokeratinmuster, das demjenigen primä-
rer Epithelzellen entspricht. 
3. Die durch das bmi-1-Gen transformierte GPA-Zelllinie scheint nach den ersten 
Pilotexperimenten zwar nicht als in vitro-Model hinsichtlich der IL-8-Sekretion 
geeignet zu sein, aber hinsichtlich der Sekretion von LL-37, hBD3 und G-CSF 
durchaus infrage zu kommen. Ein Vergleich mit einer transformierten NK-Zelllinie 
steht noch aus. 
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IV  Diskussion 
1 Spezifisches Genexpressionsmuster der nasalen Mukosa von 
GPA-Patienten 
Die Hypothese einer spezifischen Veränderung der Genexpression endogener Fak-
toren der nasalen Mukosa bei der GPA wurde durch unsere Arbeitsgruppe in einer 
vergleichenden Transkriptanalyse untersucht [161]. Während die Expression einiger 
Gene (TLR4, NLRC3, IFN-γ, TGF-β1, IL-17D sowie Lysozym) bei GPA-Patienten 
herunterreguliert ist, zeigen die Gene CD36 und DEFB1 eine deutliche Überexpres-
sion bei GPA- im Vergleich zu NK-Patienten. DEFB4 und S100A7 konnten aus-
schließlich bei GPA-Patienten detektiert werden. Im Rahmen dieser Dissertation 
konnten zwei der differentiell exprimierten Transkripte (S100A7 und TLR4) auf Pro-
teinebene mittels Immunhistochemie in nasalen Biopsien nachgewiesen werden. 
Auffällig ist, dass in den Expressionsanalysen die mRNAs der AMP in nasalen Biop-
sien von GPA-Patienten mit der hochregulierten Expression von DEFB1 und der aus-
schließlichen Expression von S100A7 und DEFB4 stark vertreten sind. Interessanter-
weise ist die verstärkte Expression der AMP-mRNAs nicht mit einer gleichzeitig ver-
stärkten Expression der Mustererkennungs-Rezeptoren verbunden. Insbesondere 
sind zwei der untersuchten Mustererkennungs-Rezeptoren (TLR4 und NLRC3) sogar 
hoch signifikant herunterreguliert. So kann die beobachtete erhöhte AMP-Expression 
auf mRNA-Ebene entweder aus einer lokal erhöhten Konzentration von PAMPs, wel-
che die AMP-Synthese induzieren, oder einer fehlgeleiteten Genregulation unbe-
kannter Ursache resultieren.  
Außerdem ist die Beobachtung interessant, dass die Lysozym-mRNA herunterregu-
liert ist. Zu bedenken ist die antimikrobielle Wirkung von Lysozym gegenüber 
S. aureus [168]. Daher könnte spekuliert werden, dass eine beeinträchtigte Lysozym-
Expression bei der GPA die Kolonisierung mit S. aureus begünstigt. Die signifikante 
Hochregulierung der β-Defensine DEFB1 und DEFB4, welche ebenfalls gegen 
S. aureus wirksam sind [169], könnte dabei den Versuch darstellen, die immunologi-
sche Barrierefunktion wieder herzustellen. Da das aktuelle Versuchsdesign jedoch 
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die Unterscheidung zwischen Ursache und Wirkung nicht ermöglicht, sind weitere 
Studien zur Klärung dieses besonderen Aspektes erforderlich. Hierzu bietet sich die 
vergleichende mRNA-Analyse vor und nach Stimulation nasaler Epithelzellen von 
GPA- und NK-Patienten mit S. aureus an. 
Die beobachtete Überexpression des zellgebundenen scavenger-Rezeptors CD36 
vermag aufgrund der vielfältigen Funktionen, die CD36 auf unterschiedlichen Zellen 
ausübt [170], zum chronischen Entzündungsgeschehen beitragen. Der gewählte Ver-
suchsansatz erlaubt allerdings keine Aussagen über die hierfür verantwortlichen Zell-
systeme. In der Funktion als Corezeptor zu TLR2 [171] sowie als TLR2-unabhängi-
ger Mustererkennungs-Rezeptor [172] könnte eine Überexpression und hierdurch 
bedingte fehlerhaft verstärkte Ligandenerkennung durch Sekretion proinflammatori-
scher Cytokine den Entzündungsprozess unterstützen und aufrechterhalten. Als ne-
gativer Regulator der Angiogenese auf mikrovaskulären Endothelzellen [173] wäre 
durch eine Überexpression auch eine Beeinträchtigung des Wundheilungsprozesses 
möglich. 
Bezüglich der untersuchten Cytokine waren die reduzierten mRNA-Konzentrationen 
von TGF-β1 und IL-17D auffällig. IL-17D ist ein Cytokin, welches von TH17-Zellen 
sezerniert wird [174] und in nasalen Granulomen nachgewiesen werden konnte [48]. 
Die Anzahl von TH17-Zellen ist im Blut von GPA-Patienten erhöht und könnte wie bei 
anderen Autoimmunerkrankungen (z.B. rheumatoider Arthritis, Lupus nephritis und 
chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen [175-177]) in die Pathogenese der GPA 
involviert sein [178]. Im Gegensatz zu der hier gezeigten herunterregulierten TGF-β1-
mRNA, ist die Konzentration von TGF-β1 als Protein bei der GPA im Serum erhöht 
[179]. Sie korreliert mit der Krankheitsaktivität und könnte über die Translokation von 
PR3 an die Zelloberfläche neutrophiler Granulozyten zur Pathophysiologie der GPA 
beitragen [179] (siehe auch Einleitung I 4). Andererseits könnten reduzierte TGF-β1-
Konzentrationen, wie sie hier auf mRNA-Ebene gezeigt werden konnten, möglicher-
weise durch den Verlust der Selbst-Toleranz die Entwicklung von Autoimmunität be-
günstigen [180;181]. Die Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinkonzentration, 
welche in vielen anderen komplexen Geweben gefunden wird, könnte einerseits auf 
bislang noch ungeklärten Regulationsprozessen bei der Cytokinfreisetzung beruhen 
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[182] und andererseits durch die unterschiedlichen Proben (Biopsie vs. Serum) er-
klärt werden. Erwähnenswert sind zudem die reduzierte IFN-γ- und im Vergleich zu 
Normalkontrollen unveränderte IL-8-mRNA-Konzentration. Im Gegensatz dazu konn-
te in den Überständen nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten eine reduzierte ba-
sale IL-8- und unveränderte basale IFN-γ-Konzentration auf Proteinebene nachge-
wiesen werden (III 2.1). Dies könnte einerseits auf den oben erwähnten ungeklärten 
Regulationsmechanismen von mRNA- zu Proteinkonzentration beruhen [182], ande-
rerseits könnte spekuliert werden, dass die bei der Cytokinanalyse beobachtete redu-
zierte basale IL-8-Konzentration auf Proteinebene ein ausschließlicher Defekt der 
nasalen Epithelzellen ist, der in vivo durch das Zusammenspiel der verschiedenen 
Zellen der nasalen Mukosa maskiert wird.  
2 Verändertes Cytokinprofil nasaler Epithelzellen bei GPA-Patien-
ten 
Zur Analyse der Fragestellung, ob der GPA als Grenzflächenerkrankung Störungen 
bei der Cytokinexpression der nasalen Mukosa zu Grunde liegen, wurde das Cytokin-
profil unstimulierter nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten mit dem von Normal-
kontrollen verglichen. Für 17 der 19 untersuchten Cytokine konnten keine statistisch 
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Je-
doch ist die Konzentration von G-CSF in den Überständen nasaler Epithelzellen von 
GPA-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen signifikant erhöht und die IL-8-Kon-
zentration signifikant erniedrigt. 
Bei Betrachtung aller 19 gemessener Cytokine ist die im Vergleich zu den Konzen-
trationen der anderen 18 Cytokine um ein Vielfaches erhöhte IL-8-Konzentration bei-
der Patientengruppen auffällig. Diese Beobachtung wird durch andere Studien unter-
stützt [183-185], die ebenfalls gezeigt haben, dass IL-8 im Vergleich zu anderen 
Cytokinen in der höchsten Konzentration in den Überständen nasaler Epithelzellen 
vorliegt. Dies legt nahe, dass IL-8 das wesentlche Cytokin bei der Abwehr bakterieller 
Infektionen in der nasalen Mukosa ist. Auch die gemessenen Konzentrationen an 
IL-6, IL-1β und IL-1α stimmen gut mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen 
überein, insbesondere unter Berücksichtigung der unterschiedlichen Versuchsan-
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sätze und Messmethoden [183-185]. Die Cytokine IL-5 und IL-13 konnten in dieser 
Arbeit wie auch in der Literatur nicht detektiert werden [186-189]. Des Weiteren 
konnte IL-10 in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden, obwohl es von nasalen 
Epithelzellen gebildet werden kann [190]. Möglicherweise konnte es in dieser Arbeit 
nicht detektiert werden, da Epithelzellen in der Zellkultur nur sehr geringe Mengen 
IL-10 zu synthetisieren scheinen (C.M. van Drunen, persönliche Mitteilung). 
Abgesehen von zwei Studien, in der ein TH1- bzw. ein TH2-Cytokinmilieu in nasalen 
Biopsien von GPA-Patienten beschrieben wird [48;115], wurde bislang keine Analyse 
zur Cytokinexpression in nasalem Gewebe von GPA-Patienten durchgeführt. Für die 
Lunge, einer für die GPA typischen weiteren Lokalisation der Krankheitsaktivität, sind 
bereits Veränderungen der Cytokinkonzentrationen mit u.a. erhöhten Konzentratio-
nen an IFN-γ und MIP-1β beschrieben worden [191;192]. Zudem berichten Richter 
et al. von erhöhten Konzentrationen der proinflammatorischen Cytokine IL-1α, IL-1β 
und IL-6 in der bronchoalveolären Lavage (BAL) von GPA-Patienten, welche sie auf 
den akuten Entzündungsprozess durch S. aureus-Kolonisierung und Krankheitsakti-
vität zurückführten [120]. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Dissertation jedoch 
durch ein Zellkultursystem und einen durchschnittlichen Kultivierungszeitraum von 13 
Tagen vor der Analyse versucht, Einflüsse einer akuten Entzündung zu minimieren. 
Außerdem können die an Patienten gewonnenen Daten aufgrund unterschiedlicher 
physiologischer Bedingungen nicht mit denen einer in vitro-Untersuchung direkt ver-
glichen werden. Dennoch unterstützen diese Studien die Hypothese einer gestörten 
Cytokinexpression bei der GPA. 
Deutliche Hinweise auf ein verändertes Cytokinprofil bei GPA-Patienten ergeben sich 
aus Studien, in welchen die Cytokinkonzentrationen im Serum oder Plasma gemes-
sen wurden. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit dargestellten Befunden wurden 
jedoch signifikant erhöhte Konzentrationen an IL-6 und IL-8 detektiert [193-195]. Die-
se Diskrepanz lässt sich durch die schlechte Vergleichbarkeit von einem lokalen mit 
einem systemischen Ansatz erklären und könnte zudem im systemischen Ansatz den 
medikamentösen Einfluss reflektieren.  
IL-8 ist ein proinflammatorisches Cytokin, welches von einer Vielzahl von Zelltypen 
sezerniert wird [196]. Es hat chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten 
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und Monozyten und bewirkt zudem ihre Aktivierung [197]. Da neutrophile Granulozy-
ten entscheidend zur Abwehr von Bakterien beitragen, könnte die detektierte verrin-
gerte IL-8-Konzentration eine deutliche Beeinträchtigung der effektiven Bekämpfung 
von Infektionen bewirken. Auch für Monozyten wurde von Lamprecht et al. eine ver-
minderte IL-8-Produktion im Verlauf der GPA vorgeschlagen [198]. Dieser Befund 
steht im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit. Verschiedene Signaltransduk-
tionswege [NFκB, jun proto-oncogene (JUN) N-terminal protein kinase (JNK), p38 
mitogen-activated protein kinase (p38 MAPK)] sind in die Synthese von IL-8 involviert 
[199]. Rudack et al. konnten zeigen, dass eine durch Serinproteasen von S. aureus 
induzierte Signaltransduktion bei nasalen Epithelzellen über p38 MAPK, Phosphati-
dylinositol-3-Kinase und wahrscheinlich extracellular signal-regulated protein kinase 
1/2 verläuft [200]. Zudem stellte sich bei ihrer Analyse NFκB als wahrscheinlicher 
Schlüsseltranskriptionsfaktor für die Freisetzung von IL-8 dar. Da NFκB auch in die 
Signaltransduktion zur Synthese anderer Cytokine (wie beispielsweise IL-1β, IL-6, 
und TNF-α [200-202]) involviert ist, bei denen in dieser Arbeit keine veränderten Kon-
zentrationen zwischen GPA- und NK-Patienten festgestellt wurden, ist ein direkter 
Defekt von NFκB bei der GPA unwahrscheinlich. Hierdurch sind jedoch Mutationen in 
der NFκB-Bindestelle der IL-8-Promotorregion oder Fehlregulationen in der Signal-
kaskade oberhalb von NFκB als mögliche Erklärungen für die beobachtete reduzierte 
IL-8-Konzentration nicht ausgeschlossen. Weitere Untersuchungen sind nötig, um 
den Defekt in der Signalkaskade zur IL-8-Synthese aufzudecken. Dies könnte auch 
zur Entwicklung neuer therapeutischer Agenzien führen könnte. 
G-CSF ist als wesentliches Cytokin für die Regulation der Proliferation und des Über-
lebens neutrophiler Granulozyten [203] bekannt, reguliert über die Beeinflussung 
dendritischer Zellen die Immunantwort und moduliert den Entzündungsprozess [204]. 
Sobald dieses Cytokin über einen entzündlichen Stimulus induziert wird, wird die 
Synthese überall im Gewebe des menschlichen Körpers angeregt [204] und auch 
bronchiale sowie nasale Epithelzellen sind fähig, G-CSF basal bzw. nach Stimulation 
zu sezernieren [205;206]. Die im Überstand gemessene G-CSF-Konzentration unsti-
mulierter bronchialer Epithelzellen [205] stimmt gut mit der in dieser Arbeit detektier-
ten G-CSF-Konzentration nasaler Epithelzellen von NK-Patienten überein. Lokal er-
höhte G-CSF-Konzentrationen sind in der Mukosa von Patienten mit entzündlichen 
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Darmerkrankungen sowie CRS-Patienten [207] beobachtet worden und könnten eine 
Erklärung für die Anhäufung neutrophiler Granulozyten im Gewebe sein [208]. 
Als Hauptregulator des Überlebens neutrophiler Granulozyten, insbesondere durch 
die Verzögerung der Apoptose [205;209], könnte G-CSF möglicherweise als Schlüs-
selmolekül für die Aufrechterhaltung der chronischen Entzündung fungieren. Die in 
dieser Arbeit beobachtete G-CSF-Konzentration bei GPA-Patienten liegt dabei in 
einem Bereich, der nach Saba et al. für eine Verzögerung der Apoptose neutrophiler 
Granulozyten ausreichend ist [205]. Eine verlängerte Lebenszeit neutrophiler Granu-
lozyten könnte die Wahrscheinlichkeit für ein Priming verbunden mit der Aktivierung 
durch ANCA erhöhen. Weiterhin ist für Endothelzellen gezeigt worden, dass G-CSF 
die Lipopolysaccharid-induzierte IL-8-Expression herunterreguliert [210], was auch 
für Epithelzellen denkbar und ein möglicher Erklärungsansatz für die beobachteten 
erniedrigten IL-8-Konzentrationen sein könnte. Um dies zu überprüfen, sind weitere 
Untersuchungen zur Wechselwirkung von G-CSF und IL-8 mit nasalen Epithelzellen 
notwendig. Des Weiteren reduziert G-CSF die bakterizide Wirkung neutrophiler Gra-
nulozyten gegenüber S. aureus [211]. Zusammen mit einer erniedrigten IL-8-Kon-
zentration könnte dies dramatische Effekte auf eine effektive Abwehr von Bakterien 
haben und würde für eine deutlich beeinträchtige Barriere bei der GPA sprechen. 
3 Reaktion nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten auf bakteriel-
le Stimulation 
Zur Klärung der Frage, ob sich die Reaktion nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten 
auf bakterielle Stimulation von der von NK- und CRS-Patienten unterscheidet, wur-
den Stimulationen mit S. aureus durchgeführt und zunächst mit einem IL-8-ELISA 
ausgewertet. S. aureus wurde aufgrund seiner besonderen Rolle bei der Pathogene-
se der GPA und seiner starken Induktion der IL-8-Expression in nasalen Epithelzellen 
[184;200] ausgewählt und IL-8 als ein Cytokin, das von nasalen Epithelzellen in 
hoher Konzentration gebildet wird [183], aufgrund seiner chemotaktischen Wirkung 
auf neutrophile Granulozyten eine Schlüsselstellung im Entzündungsgeschehen ein-
nimmt (Kapitel I 3) und eine verminderte basale IL-8-Konzentration bei GPA-Patien-
ten beobachtet werden konnte (Kapitel III 2.1). 
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Die Stimulationsversuche haben gezeigt, dass nur die höchsten Dosierungen der ge-
wählten Stimuli Effekte bei den nasalen Epithelzellen hervorriefen, wobei der 
S. aureus-Überstand eine stimulierende und das -Lysat eine möglicherweise hem-
mende Wirkung auf die IL-8-Synthese ausübte. Eine stimulierende Wirkung von 
S. aureus-Überständen auf die Freisetzung von IL-8 ist für respiratorische Epithelzel-
len beschrieben worden [200;212-214]. Auch wenn ein Vergleich der Absolutwerte 
der sekretierten IL-8-Konzentrationen aufgrund starker interindividueller Schwankun-
gen (wie in dieser Arbeit an der Standardabweichung erkennbar) und der von den 
unterschiedlichen Arbeitsgruppen angewendeten verschiedenen Versuchsansätze 
schwierig ist, so sind die in dieser Arbeit gemessenen IL-8-Konzentrationen ver-
gleichbar mit den von den anderen Arbeitsgruppen nachgewiesenen Konzentratio-
nen. Es kann spekuliert werden, dass sich die von S. aureus in den Überstand sezer-
nierten Proteasen wie z.B. Metalloproteasen und Serinproteasen [200;212] auch in 
dieser Arbeit die IL-8-Sekretion stimulierten. Die Analyse der stimulierenden Be-
standteile des hier verwendeten Überstandes ist gegenwärtiger Untersuchungs-
gegenstand unserer Arbeitsgruppe. 
Zeiteffekte konnten zwar als Tendenz erkannt, aber statistisch nicht erfasst werden, 
da der Stichprobenumfang bei der gegebenen Standardabweichung zu klein ist. 
Möglicherweise war aber auch der Stimulationszeitraum noch zu kurz, da bei 
tracheobronchialen Epithelzellen nach 48 Stunden eine stärkere Reaktion auf eine 
Stimulation mit einem S. aureus-Überstand als nach 24 Stunden beobachtet werden 
konnte [214]. Aufgrund der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Vorversuche, bei 
denen die IL-8-Konzentration nach 8, 12, 16 und 24 Stunden gemessen wurde 
(Daten nicht gezeigt), wurden die nachfolgenden Stimulationen für 16 und 
24 Stunden durchgeführt. Dies schließt nicht aus, dass nach einer 48-stündigen 
Stimulation noch höhere IL-8-Konzentrationen sezerniert und damit signifikante Zeit-
effekte hätten beobachtet werden können.  
Ein statistischer Vergleich der drei Patientengruppen (NK-, GPA- und CRS-Patien-
ten) ergab, dass nasale Epithelzellen von GPA-Patienten sowohl basal weniger IL-8 
bilden als nasale Epithelzellen von Normalkontrollen, als auch nach 24 Stunden in 
geringerem Maße als diese auf den S. aureus-Überstand reagieren. Sie sind also in 
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ihrer Fähigkeit eingeschränkt, auf einen bakteriellen Stimulus adäquat zu antworten. 
Eine Erklärung könnte wie oben beschrieben eine Störung im IL-8-Syntheseweg 
eventuell bedingt durch eine fehlerhafte epigenetische Regulation oder andere 
Ursachen sein. Andererseits könnte dies auch für eine verminderte Erkennung der 
stimulierenden Komponenten von S. aureus, eventuell bedingt durch eine verminder-
te Expression entsprechender Rezeptoren sprechen. Da jedoch auf diesem For-
schungsgebiet noch nicht geklärt ist, welche Bestandteile im Überstand die stimulie-
rende Wirkung ausüben, muss dieser Frage zuerst nachgegangen werden, um 
anschließend gezielt entsprechende Rezeptoren untersuchen zu können, die mögli-
cherweise an diesem Vorgang beteiligt sind.  
Im Gegensatz zu nasalen Epithelzellen von GPA-Patienten reagieren die von CRS-
Patienten nach 16 Stunden mit einer stärkeren IL-8-Synthese als Normalkontrollen 
auf den S. aureus-Überstand. Nach 24 Stunden ist dieser Effekt jedoch nicht mehr zu 
beobachten. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die zu Grunde liegenden moleku-
laren Mechanismen der Signaltransduktionsprozesse zur IL-8-Synthese bei CRS-
Patienten anders verlaufen. Weiterhin ist auffällig, dass sich die IL-8-Konzentrationen 
in den Überständen stimulierter und unbehandelter nasaler Epithelzellen von GPA- 
und CRS-Patienten zu beiden Zeitpunkten grundsätzlich voneinander unterscheiden: 
nasale Epithelzellen von GPA-Patienten scheinen nur eingeschränkt zu reagieren, 
nasale Epithelzellen von CRS-Patienten hingegen zeigen verstärkte Reaktionen. 
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Effekte jeweils krankheitsspezi-
fisch sind und nicht nur allgemein entzündungsbedingt, weil es sich sowohl bei der 
GPA als auch bei der CRS um chronisch entzündliche Erkrankungen handelt. 
Auch die antimikrobiellen Peptide humanes β-Defensin-3 (hBD3) und das humane 
Cathelicidin LL-37 wurden nach Stimulation mit S. aureus im Überstand nasaler Epi-
thelzellen analysiert. Diese multifunktionellen AMP weisen eine antimikrobielle Aktivi-
tät gegen ein breites Spektrum an gram-positiven (wie z.B. S. aureus) und gram-ne-
gativen Bakterien, Hefen (Candida albicans) und verschiedene Viren auf 
[149;162;215-217]. Zusätzlich üben sie immunmodulatorische Funktionen wie z.B. 
chemotaktische Aktivität, Freisetzung von Cytokinen und Inhibierung der Apoptose 
neutrophiler Granulozyten aus und sind in die Wundheilung involviert [149;218-222]. 
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In Barrieren wie der intestinalen Mucosa, der Haut und der Atemwege sind hBD3 und 
LL-37 in den Epithelien nachgewiesen worden [215]. Immunhistochemische und RT-
PCR Analysen zeigen Epithelzellen, Entzündungszellen in der subepithelialen 
Schicht sowie submuköse Drüsen als Quellen für LL-37 und hBD3 in der nasalen 
Mukosa von CRS-Patienten und gesunden Kontrollen [148;223-225].  
Nachdem in dieser Arbeit immunhistochemisch auch für GPA-Patienten nachgewie-
sen werden konnte, dass die Epithelzellen hauptverantwortlich für die Synthese der 
antimikrobiellen Peptide LL-37 und hBD3 in der nasalen Mukosa sind, wurden Stimu-
lationsexperimente an nasalen Epithelzellen mit S. aureus durchgeführt, um deren 
Verhalten hinsichtlich der Synthese dieser AMP nach Stimulation bei den drei Grup-
pen vergleichen zu können. Die AMP-Antwort nasaler Epithelzellen von GPA-Patien-
ten auf S. aureus-Stimulation ist signifikant verändert. Der in einem Vorversuch als 
bester Stimulus identifizierte S. aureus-Überstand in der Verdünnung 1:5 konnte eine 
deutliche Synthese der beiden AMP in den nasalen Epithelzellen bei allen drei Grup-
pen hervorrufen. Ein die Expression von hBD3 bzw. LL-37 induzierender Effekt von 
S. aureus auf nasale Epithelzellen ist aus der Literatur bekannt [226;227], jedoch ist 
ein Vergleich der Messwerte aufgrund der sehr unterschiedlichen Versuchsansätze 
nicht möglich. Interessanterweise zeigen nasale Epithelzellen von GPA-Patienten im 
Vergleich zu Normalkontrollen eine signifikant geringere hBD3-Reaktion auf den Sti-
mulus (Kapitel III 3.3). Im Gegensatz dazu konnten für LL-37 keine Unterschiede zwi-
schen den Gruppen festgestellt werden. Demzufolge ist die Expression von AMP in 
nasalen Epithelzellen von GPA-Patienten nicht generell beeinträchtigt, sondern für 
die einzelnen AMP unterschiedlich ausgeprägt. 
Reduzierte AMP-Konzentrationen werden bei Morbus Chron mit einer Prädisposition 
für eine bakterielle Invasion in Verbindung gebracht [228]. Auch die Infektion der 
Haut mit S. aureus bei Patienten mit atopischer Dermatitis könnte durch ein gestörtes 
Cytokinmuster und z.T. durch reduzierte AMP-Konzentrationen erklärt werden [222]. 
Interessanterweise ist bei persistierenden nasalen S. aureus-Trägern eine deutlich 
reduzierte hBD3-Konzentration der Haut nachgewiesen worden [229]. Für Hautkrank-
heiten und cystische Fibrose wurde beschrieben, dass reduzierte IL-8- und hBD3-
Konzentrationen die Kolonisierung mit S. aureus begünstigen könnten [230;231]. 
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Dies könnte auch auf die GPA zutreffen und einen ersten Erklärungsansatz für die 
bei der GPA bekannte erhöhte nasale Besiedlung mit S. aureus darstellen. Denkbar 
wäre auch eine Verschiebung der normalen bakteriellen Flora zugunsten fakultativ 
pathogener Bakterien, wie dies für Morbus Chron diskutiert wird [36]. Dies könnte 
eine unbalancierte Entzündungsantwort nach sich ziehen und den Krankheitsverlauf 
negativ beeinflussen. 
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen jedoch auch mögliche neue thera-
peutische Ansätze auf. Zur Vermeidung von Rezidiven könnten lokal AMP [231] oder 
rekombinantes IL-8 [232] appliziert werden. Eine Beeinflussung der Zusammenset-
zung der nasalen Flora durch Probiotika stellt eine weitere mögliche therapeutische 
Alternative dar [233]. 
4 AMP-Konzentrationen in Nasensekreten bei GPA-Patienten 
Die Analyse der Konzentrationen antimikrobieller Peptide im Nasensekret unter Be-
achtung einer S. aureus-Kolonisation als exogenem Faktor stellte eine weitere Frage-
stellung dieser Arbeit dar. Zusätzlich zu LL-37 und hBD3 wurde hierbei RNase 7 
untersucht. RNase 7 ist ein antimikrobielles Peptid mit einer breiten Wirksamkeit 
gegen gram-positive und gram-negative Bakterien und Hefen [150]. Es wird in einer 
Vielzahl von Geweben wie z.B. der Haut, dem Zahnfleisch und dem Respirationstrakt 
exprimiert [150;234] und kann in Keratinozyten durch Cytokine, Kontakt mit Bakterien 
und durch oberflächliche Hautbarrierestörung induziert werden [150;235]. 
In den nasalen Sekreten konnten für die genannten AMP keine Unterschiede zwi-
schen den Gruppen detektiert werden. Der Nachweis von LL-37 im nasalen Sekret 
stimmt für die Normalkontrollen überein mit früheren Studien, auch wenn sehr stark 
unterschiedliche Konzentrationen detektiert wurden [236-238]. Eine aktuelle Studie 
zeigt in etwa vergleichbare Konzentrationen dieser AMP in nasalen Sekreten gesun-
der Probanden [161] und bestätigt damit die Ergebnisse dieser Arbeit.  
Zusätzlich ist in dieser Arbeit für LL-37 ein Kolonisationseffekt von S. aureus (d.h. 
deutlich höhere LL-37-Konzentrationen nasal besiedelter im Vergleich zu nicht besie-
delten Personen, innerhalb einer Patientengruppe) bei GPA-Patienten und Normal-
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kontrollen zu beobachten, welcher mit der aus der Literatur bekannten Induktion von 
LL-37 durch Hefen und gram-positive Bakterien gut übereinstimmt [227;239]. Interes-
santerweise tritt dieser Kolonisierungseffekt für LL-37 bei CRS-Patienten nicht auf 
und bedarf weiterer Untersuchungen. Hinsichtlich hBD3 und RNase 7 ist ein Koloni-
sationseffekt bei den drei Patientengruppen nicht zu verzeichnen. Dies ist für hBD3 
auf den ersten Blick überraschend, jedoch konnte in den Stimulationsexperimenten 
gezeigt werden, dass S. aureus bei allen drei Gruppen einen die hBD3-Synthese 
induzierenden Effekt auf nasale Epithelzellen ausübt (Kapitel III 3.3). Außerdem ist 
eine Induktion von hBD3 durch Bakterien (u.a. Pseudomonas aeruginosa und 
S. aureus), Cytokine und Kalzium beschrieben [149;240]. Ein möglicher Grund für die 
unterschiedlichen hBD3-Reaktionen auf S. aureus in den Stimulationsversuchen und 
in den Nasensekreten könnte sein, dass in der Nase andere und heterogene 
S. aureus-Stämme vorkommen und diese sich in ihrer Fähigkeit unterscheiden, hBD3 
im Nasenepithel zu induzieren [226]. Weitere Komponenten des Nasensekrets könn-
ten die hBD3 induzierenden Substanzen von S. aureus in vivo inaktivieren bzw. ihre 
wirksame Konzentration reduzieren. Weiterhin ist ein direkter Vergleich von in vitro-
Stimulation mit S. aureus mit einer nasalen S. aureus-Besiedlung in vivo nur einge-
schränkt möglich, da für die Stimulationsversuche Überstände einer S. aureus-
Konzentration von 1 x 108/ml (= 1:5 Ü) eingesetzt wurden und in vivo eine hohe 
S. aureus-Konzentration von persistent besiedelten Menschen nur bei 1 x 104-105/ml 
liegt [241]. S. aureus-Überstände der niedrigsten, in dieser Arbeit eingesetzten Kon-
zentration von 1 x 106/ml (= 1:500 Ü) konnten die hBD3-Expression nasaler Epithel-
zellen nicht induzieren (Abb. 17). Dies könnte eine Erklärung für den fehlenden Kolo-
nisationseffekt für hBD3 bei nasal mit S. aureus besiedelten Menschen sein.  
Der fehlende Einfluss nasaler S. aureus-Kolonisation auf die RNase 7-Konzentration 
im Nasensekret könnte dadurch erklärt werden, dass die nasalen Epithelzellen 
immunhistochemisch nicht als Syntheseorte für RNase 7 identifiziert werden konnten, 
was mit aktueller Literatur übereinstimmt [161]. Für die dennoch im nasalen Sekret 
vorkommende RNase 7 müssen andere Zellen als Produzenten fungieren. Submukö-
se Drüsen sowie die luminalen Zellschichten des Stratum corneum und Stratum 
granulosum konnten in der Nase als Syntheseorte für RNase 7 gezeigt werden [161]. 
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Da RNase 7 zudem von den Epithelzellen der Cornea gebildet wird [242], ist es 
denkbar, dass RNase 7 über die Tränenflüssigkeit in das Nasensekret gelangt.  
Die antimikrobielle Aktivität von AMP wird in vitro bei Konzentrationen von 
1 - 10 µg/ml erreicht [215;243]. Im Vergleich dazu waren die in dieser Arbeit gemes-
senen Konzentrationen in den nasalen Sekreten deutlich niedriger, aber dennoch 
höher als in Waschflüssigkeiten gesunder Haut [244]. Unter Berücksichtigung, dass 
die Abstrichtupfer zur Gewinnung der Nasensekrete in 500 µl Natriumphosphatpuffer 
eluiert (II 2.1.1) und entsprechend sehr stark verdünnt wurden (bis zu 500fach), 
könnten die detektierten Konzentrationen physiologisch relevante antimikrobiell wirk-
same Konzentrationen erreichen. Außerdem könnte direkt auf der mukosalen Ober-
fläche die AMP-Konzentration höher sein als im gesamten Volumen des Nasense-
krets [236] und dieser Konzentrationsgradient könnte zu einer Unterschätzung der in 
den Nasensekreten gemessenen Konzentrationen beitragen. Zusätzlich können 
additive und synergistische Effekte der AMP zu einer antimikrobiellen Aktivität bei 
geringerer Konzentration führen [168]. 
5 Intraepithelialer Staphylococcus aureus in der nasalen Mukosa 
von GPA-Patienten 
Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war die Analyse einer intrazellulären Akku-
mulation von S. aureus in der nasalen Mukosa. Die Untersuchung an Paraffinschnit-
ten der drei Patientengruppen mittels FISH und nachgeschalteter Immunfluoreszenz-
Färbung ergab den intrazellulären Nachweis von S. aureus in der Mukosa von GPA- 
und CRS-Patienten. Ein intrazelluläres Vorkommen von S. aureus in nasalen Epithel-
zellen konnte auch durch Invasionsexperimente gezeigt werden. Das aus der Litera-
tur bekannte [245] erhöhte intrazelluläre Vorkommen von S. aureus in nasalen Epi-
thelzellen bei CRS-Patienten konnte in dieser Arbeit im Rahmen eines ersten Pilot-
experimentes nachvollzogen werden. Möglicherweise ergibt sich daraus auch ein 
erster Hinweis, dass intrazellulär vorkommender S. aureus ebenfalls eine Rolle bei 
der GPA spielen könnte, wenngleich sich in diesem Experiment keine statistischen 
Unterschiede zwischen GPA- und NK-Patienten gezeigt haben. Zu berücksichtigen 
ist dabei jedoch, dass es sich bei diesem Experiment um ein erstes Pilotexperiment 
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handelte, mit nur einem nicht verblindeten Beobachter, einer relativ kleinen Stichpro-
bengröße und unterschiedlich großen Biopsien, die eine genaue statistische Aussa-
ge schwierig machen. Für eine präzise Aussage sind weitere Untersuchungen mit 
mehreren unabhängigen Beobachtern, einem größeren Stichprobenumfang und 
einer festgelegten Anzahl auszuwertender Sichtfelder nötig. 
Intrazellulär vorkommender S. aureus werden mit chronischen und wiederkehrenden 
Erkrankungen wie Osteomyelitis, Endokarditis und Tonsillitis in Verbindung gebracht 
[246;247]. Auch für die chronische Rhinosinusitis (CRS) mit bzw. ohne Polypen 
verdichten sich die Hinweise auf ein intrazelluläres Vorkommen von S. aureus, das 
zur Pathogenese beitragen könnte [245;248-250], auch wenn der generelle Einfluss 
von S. aureus bei der CRS kontrovers diskutiert wird [245]. Falls sich herausstellen 
sollte, dass intrazellulärer S. aureus ebenfalls in die Pathogenese der GPA involviert 
ist, so könnten ständige endogene Reinfektionen durch intrazelluläre S. aureus eine 
mögliche Erklärung für das erhöhte Auftreten S. aureus-assoziierter GPA-Rezidive 
sein. Dann wäre die Therapie mit einem zellgängigen Antibiotikum wie z.B. Rifampi-
cin [251] naheliegend.  
Zur Klärung möglicher Ursachen für ein intrazelluläres Vorkommen wäre u.a. eine 
Analyse der Proteine sinnvoll, welche die Aufnahme von S. aureus in die Zelle 
ermöglichen. Dies könnte z.B. Fibronektin in Verbindung mit dem Fibronektinrezeptor 
Integrin α5β1 sein [252]. Des Weiteren wäre ein defekter phagolysosomaler Verdau 
aufgenommener Bakterien eine weitere Möglichkeit für ein verlängertes intrazellu-
läres Überleben. Dieser Frage könnte z.B. mit Invasionsexperimenten über mehrere 
Tage unter Verwendung transformierter Zelllinien nachgegangen werden.  
6 Transformierte nasale GPA-Epithelzellen 
Die Generierung transformierter krankheitsspezifischer Modelzelllinien bietet gegen-
über der Verwendung primärer nasaler Epithelzellen wesentliche Vorteile. Der Ar-
beitsaufwand für die Gewinnung primärer nasaler Epithelzellen entfällt. Limitationen 
der Zellzahl und Kultivierungsdauer entfallen, wodurch Experimente ermöglicht wer-
den, die mit Primärkulturen nicht zu realisieren sind, wie beispielsweise proteinche-
misch-immunologische Untersuchungen, die eine relativ hohe Zellzahl erfordern. 
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Zudem bieten Zelllinien homogenes Ausgangsmaterial und sie haben verglichen mit 
Primärkulturen konstante Eigenschaften, da sie keinen geno- und phänotypischen 
Schwankungen unterliegen. Dies ermöglicht eine hohe Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse und würde Studien verschiedener Arbeitsgruppen besser vergleichbar 
machen.  
Um der Frage nachzugehen, inwiefern sich die Etablierung transformierter GPA-Zell-
linien für funktionelle Analysen gegenüber primären Zellkulturen als sinnvoll erweist, 
wurden primäre nasale Epithelzellen mit den Genen bmi-1 bzw. hTERT transduziert. 
Eine Transduktion mit hTERT führte nicht zur Transformation nasaler Epithelzellen. 
Mittels RT-PCR und Westernblot konnte die erfolgreiche Transduktion des bmi-1-
Gens nachgewiesen und mittels Cytokeratinfärbungen der epitheliale Ursprung der 
Zellen verifiziert werden. Das Gen für bmi-1 wurde bereits zur erfolgreichen Transfor-
mation humaner nasopharyngealer Epithelzellen [140] und humaner Brustepithelzel-
len eingesetzt [253]. Von derartigen Experimenten ist nicht unbedingt zu erwarten, 
dass ein unbegrenztes, voll autonomes Wachstum (Immortalisierung) etabliert wer-
den kann. Im Gegensatz dazu sprechen die bisherigen Erfahrungen eher für eine 
begrenzte Wachstumstransformation, bei welcher viele Eigenschaften primärer 
Zellen erhalten bleiben. Für ein Modell primärer Zellen wäre eine sehr hohe 
Proliferationsrate und eine Tumor-artige Dedifferenzierung nicht wünschenswert. 
Zur Überprüfung der GPA-Charakteristika, die sich bei den Primärkulturen abge-
zeichnet haben, wurden erste Stimulationen mit S. aureus durchgeführt. Diese Pilot-
experimente haben gezeigt, dass die transformierten nasalen GPA-Epithelzellen ein 
ähnliches Reaktionsmuster hinsichtlich LL-37, hBD3 und G-CSF aufweisen wie die 
Primärkulturen. Hinsichtlich der IL-8-Sekretion erwies sich die transformierte GPA-
Zelllinie bisher als scheinbar nicht geeignetes in vitro-Model, da keine messbare 
Reaktion auf den Stimulus zu verzeichnen war, auch wenn der direkte Vergleich mit 
einer transformierten NK-Zelllinie bislang noch nicht möglich war. Dieses vorläufige 
Ergebnis ist jedoch übereinstimmend mit einer analog durchgeführten Stimulationen 
der human nasalen Tumorzelllinie RPMI-2650, bei welcher weder basal noch als 
Reaktion auf diesen Stimulus eine IL-8-Sekretion beobachtet werden konnte. Im 
Gegensatz dazu waren mit bmi-1- und hTERT-transformierte bronchiale Epithelzellen 
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in der Lage, auf Stimulation mit IL-1β, TNF-α und dem TLR2-Agonisten Tris-Palmito-
yl-Cystein (Pam3Cys) IL-8 zu sezernieren [141]. Diese Diskrepanz könnte durch die 
unterschiedlichen Stimuli sowie die unterschiedlichen Epithelzellarten erklärt werden. 
Da die Integration ungerichtet ins zelluläre Genom erfolgt, könnte eine Insertion des 
bmi-1-Gens während des Transformationsvorgangs auch in einem die IL-8-Synthese 
beeinflussenden Genbereich stattfinden. Mit einer Kombination aus Karyotypisierung 
und FISH könnte dies geprüft werden, allerdings nur für die bereits bekannten Kom-
ponenten der Synthesewege für IL-8.  
Immortalisierte nasale bzw. nasopharyngeale Zellen wurden bereits sowohl für die 
Tumorforschung als auch für die Erforschung der Regulation der Claudine im nasa-
len Epithel etabliert [140;254;255], diese sind jedoch für die Untersuchung der Patho-
genese von Krankheiten ungeeignet. Die einzigen krankheitsspezifischen Zelllinien 
des Respirationstraktes wurden für die Erforschung der cystischen Fibrose entwickelt 
und es hat sich herausgestellt, dass die Auswahl einer immortalisierten Zelllinie 
immer davon abhängt, welche biologischen Endpunkte untersucht werden sollen, da 
im Verlauf der Immortalisierung bzw. Transformation nicht jede Zelllinie für jedes zu 
untersuchende Protein gleichermaßen geeignet ist [256]. Es ist jedoch zu bedenken, 
dass durch die Beeinflussung des genetischen Bestandes einer kontinuierlich wach-
senden immortalisierten Zelllinie zwar krankheitsspezifische Defekte analysiert wer-
den können, diese aber abschließend exemplarisch mit Primärkulturen verifiziert 
werden müssen, um die in vivo Bedingungen so realistisch wie möglich wiedergeben 
zu können. Mit der Generierung einer immortalisierten nasalen GPA-Zelllinie sollen 
funktionelle Analysen der bisherigen Befunde einer gestörten sinunasalen Grenz-
fläche bei der GPA wie z.B. Untersuchungen der von den nasalen Epithelzellen 
sekretierten AMP im Hinblick auf ihre antimikrobielle und chemotaktische Aktivität 
ermöglicht werden. Zudem eröffnet sich die Möglichkeit, das Zusammenspiel der 
nasalen Epithelzellen mit weiteren an der sinunasalen Barriere beteiligten Zellen 
(neutrophilen Granulozyten oder dendritischen Zellen) sowie die Zytoinvasion von 
S. aureus eingehender zu analysieren.  
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V  Zusammenfassung 
Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist eine Autoimmunerkrankung mit einer 
chronisch granulomatösen Entzündung des oberen Respirationstraktes und nekroti-
sierender Vaskulitis der kleinen und mittleren Blutgefäße, meist verbunden mit einer 
nekrotisierenden Glomerulonephritis. Als Ursache wird ein multifaktorielles Gesche-
hen auf der Basis endogener und exogener Faktoren analog zu anderen Grenzflä-
chenerkrankungen angenommen. Eine verminderte Zilienschlagfrequenz und eine 
erhöhte nasale Besiedlung mit S. aureus deuten auf eine Störung der sinunasalen 
Barriere hin. Das Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, die Rolle endogener und exogener 
Faktoren im Hinblick auf eine gestörte nasale Grenzfläche bei der GPA zu untersu-
chen.  
In nasalen Mukosabiopsien von GPA-Patienten im Vergleich zu Kontroll-Personen 
konnte durch unsere Arbeitsgruppe ein spezifisches Genexpressionsmuster mit zehn 
differentiell exprimierten Transkripten identifiziert werden, die mit der Immunantwort 
assoziiert sind. Die Transkription dieser Gene ließ sich exemplarisch auch auf Pro-
teinebene durch Immunhistochemie an korrespondierenden Biopsien verifizieren. Die 
Analyse der Überstände nasaler Epithelzellen auf 19 entzündungsrelevante Cytokine 
ergab ein verändertes Cytokinprofil bei GPA-Patienten mit einer erhöhten G-CSF- 
und einer verminderten IL-8-Konzentration im Vergleich zu Normalkontrollen. Weiter-
hin ließ sich nachweisen, dass die Reaktion nasaler Epithelzellen von GPA-Patienten 
auf Stimulation mit einem S. aureus-Überstand hinsichtlich der Sekretion von IL-8 
und hBD3 signifikant eingeschränkt ist. Die Untersuchung der an der Abwehr von 
S. aureus beteiligten antimikrobiellen Peptide LL-37, hBD3 und RNase 7 im nasalen 
Sekret ergab keine Unterschiede zwischen den Patientengruppen, ließ aber eine sig-
nifikant erhöhte LL-37-Konzentration im nasalen Sekret bei S. aureus-besiedelten 
GPA-Patienten und Kontrollen feststellen. Des Weiteren gelang mit einer Kombina-
tion aus Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und Immunfluoreszenz-Färbung der 
exemplarische intraepitheliale Nachweis von S. aureus in der nasalen Mukosa von 
GPA-Patienten. Auf der Suche nach einer Möglichkeit, besser standardisierte und 
reproduzierbare Ergebnisse erzielen zu können, wurde mittels Transduktion von 
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bmi-1 eine transformierte nasale GPA-Zelllinie für funktionelle Analysen als 
krankheitsspezifisches in vitro-Model generiert. 
Zusammengefasst lässt sich aus den vorliegenden Ergebnissen das Bild einer 
vielschichtig gestörten sinunasalen Grenzfläche bei der GPA ableiten (Abb. 23): 
Reduzierte Konzentrationen an IL-8 und hBD3 auf Protein- und Lysozym auf mRNA-
Ebene sowie die bekannte verminderte Zilienschlagfrequenz könnten zu einer Verän-
derung der mikrobiellen Flora der nasalen Mukosa führen und möglicherweise eine 
Besiedlung mit S. aureus begünstigen. Zusätzlich könnte die basal erhöhte G-CSF-
Konzentration zur reduzierten IL-8-Konzentration beitragen und neutrophile Granulo-
zyten an der Phagozytose von S. aureus hindern. Auch die reduzierte Expression 
von Mustererkennungs-Rezeptoren spricht für eine eingeschränkte Erkennung von 
Bakterien mit möglicher konsekutiver Veränderung der mikrobiellen Flora. Möglicher-
weise ist die verstärkte Expression der antimikrobiellen Peptide hBD1, hBD2 und 
Psoriasin als Reaktion darauf erfolgt. Die in vitro und ex vivo erzielten Resultate er-
möglichen nicht nur ein besseres Verständnis der komplexen Pathomechanismen 
der GPA, sondern eröffnen auch Perspektiven für neue interventionelle therapeuti-
sche Optionen, wie z.B. die adjuvante Probiotikatherapie oder die lokale Antibiotika-
therapie.  
 
Abb. 23: Störungen der nasalen Grenzfläche und potenzielle Auswirkungen. Reduzierte Konzen-
trationen an Lysozym, hBD3, IL-8, TLR4 und NLRC3 sowie ein verminderter Zilienschlag begünstigen 
eine Veränderung der mikrobiellen Flora und möglicherweise eine erhöhte Besiedlung mit S. aureus. 
Als Folge werden hBD1, hBD2 und Psoriasin verstärkt exprimiert. Erhöhte G-CSF-Konzentrationen 
beeinflussen zusätzlich die IL-8-Konzentration und die bakterizide Wirkung neutrophiler Granulozyten. 
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VI  Summary 
Granulomatosis with polyangiitis is an autoimmune disorder with a chronic granulo-
matous inflammation of the upper respiratory tract and necrotizing vasculitis of small 
and mid-sized blood vessels, mostly associated with necrotizing glomerulonephritis. 
A multifactorial process on the basis of endogenous and exogenous factors is assu-
med to be causative, in analogy to other barrier diseases. The diminished ciliary beat 
frequency and increased nasal colonization rates with S. aureus suggest a distur-
bance of the sinunasal barrier. The aim of this study is therefore to determine the role 
of endogenous and exogenous factors with respect of a desturbed nasal interface in 
patients with GPA. 
In nasal mucosa biopsies of GPA patients in comparison to control persons, a spe-
cific gene expression pattern with ten differentially expressed transcripts associated 
with immune responses was identified by our research group. The transcription of 
these genes was also verified for examples on protein level by immunohistochemistry 
on biopsies. The analysis of supernatants of nasal epithelial cells for 19 cytokines 
linked to inflammatory processes revealed an altered pattern of cytokine expression. 
Compared to healthy controls, G-CSF concentrations were increased, while IL-8 
levels were reduced in GPA-patients. Furthermore, the reaction of nasal epithelial 
cells from GPA patients to stimulation with S. aureus-supernatant was shown to be 
significantly restricted with respect of IL-8 and hBD3 secretion. The analysis of the 
antimicrobial peptides LL-37, hBD3 and RNase 7, which are involved in the defense 
against S. aureus, from nasal secretions did not show any differences between the 
patient groups. However, a significantly increased LL-37 concentration from nasal 
secretions of GPA-patients and healthy controls colonized with S. aureus was 
observed. Furthermore, a combination of fluorescence in situ hybridization and immu-
nofluorescence staining allowed the exemplary intraepithelial detection of S. aureus 
in the nasal mucosa of GPA-patients. Seeking possibilities to permit better standardi-
zed and reproducible results, a transformed nasal GPA cell line was generated via 
transduction of bmi-1. This cell line may be suitable as a disease specific in vitro 
model for functional analysis.  
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Taken together, the presented results allow to draw a picture of a complex disorder of 
the sinunasal barrier in GPA can be drawn (Fig. 24): Reduced concentrations of IL-8 
and hBD3 on protein- and lysozyme on mRNA-level as well as the known diminished 
ciliary beat frequency could induce alterations of the microbial flora of the nasal 
mucosa and possibly favour colonisation with S. aureus. Additionally, the increased 
basal concentration of G-CSF might contribute to the reduced IL-8 concentration and 
inhibit the capability of neutrophil granulocytes to kill S. aureus. Similarly, the reduced 
expression of pattern recognition receptors argues for an impaired recognition of bac-
teria, possibly followed by an alteration of the microbial flora. The increased expres-
sion of the antimicrobial peptides hBD1, hBD2 and psoriasin might be a reaction on 
that. The in vitro and ex vivo results allow not only a better understanding of the 
complex pathomechanisms of the GPA, but also open up perspectives for novel 
interventional therapeutic options, such as adjuvant probiotics or local antibiotics. 
 
Fig. 24: Disturbances of the nasal barrier and possible consequences. Reduced concentrations 
of lysozyme, hBD3, IL-8, TLR4, and NLRC3, as well as a reduced ciliary beat favour an alteration of 
the microbial flora and possibly an increased colonization with S. aureus. Consecutively, hBD1, hBD2, 
and psoriasin are expressed at increased levels. Higher G-CSF concentrations further inhibit IL-8 
secretion and the bactericidal effect of neutrophil granulocytes. 
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XI  Anhang 
1 Details zu den in diese Studie eingeschlossenen Patienten 
Tab. 12: Allgemeine und serologische Parameter der drei Gruppen* 
 NK GPA CRS 
Anzahl 81  138  63 
Alter (Jahre) 
 
43 ± 17  
(18 - 76) 
56 ± 15  
(21 - 79) 
46 ± 15  
(18 - 76) 
Geschlecht (w/m) 28 / 53 70 / 68 26 / 37  
C-reaktives Protein (mg/dl) 
#
 
1,25; IQA: 2,20 
(0,9 - 8,8)  
0,5; IQA: 1,2      
(0 - 21,6) 
1,2; IQA: 2,05 
(0,9 - 51,7) 
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit 
nach der 1. Stunde (mm) 
8,5 ± 6,5  
(1 - 36) 
32,4 ± 26,7  
(2 - 110)  
8,7 ± 8,4  
(1 - 40) 
Leukozytenanzahl (Zellen/nl) 
6,95 ± 1,75 
(4,22 - 12,54) 
8,06 ± 3,02  
(0,7 - 18,60) 
7,28 ± 2,77 
(2,71 - 19,47) 
*Die Daten sind, soweit angebracht, als Mittelwerte mit Standardabweichung und Wertebereich dar-
gestellt. 
#
 Darstellung als Median mit Interquartilsabstand (IQA) und Wertebereich. NK: Normalkontrol-
len, GPA: Patienten mit Granulomatose mit Polyangiitis, CRS: Patienten mit chronischer Rhinosinusi-
tis mit Polyposis nasi et sinuum. 
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Tab. 13: GPA-spezifische Parameter* 
Parameter Wert 
Anzahl Patienten mit histologisch gesicherter Diagnose 82 
Zeitdauer Erstmanifestation bis Studieneintritt (Jahre)  3,7; IQA: 6,1 (51 – 0) 
Zeitdauer Erstdiagnose bis Studieneintritt (Jahre) 1,7; IQA: 5,1 (19 – 0) 
C-ANCA-Titer (1:x) 80; IQA: 320 (0 – 5120) 
BVAS-1 0; IQA: 6 (0 – 31) 
BVAS-2 0; IQA: 1 (0 – 10) 
VDI 1; IQA: 2 (0 – 7) 
DEI 2; IQA: 4 (0 – 11) 
Einteilung in Untergruppen nach EULAR  
   lokalisiert 
   früh systemisch 
   generalisiert 
   schwer 
   refraktär 
10 
28 
94 
  2 
  4 
Aktivität nach EULAR  
   Remission 
   Minorrezidiv 
   Majorrezidiv 
   refraktär 
   “grumbling disease” 
   Therapieansprechen 
43 
33 
22 
  6 
25 
  9 
Endonasale Aktivität  
   ohne 
   mild 
   moderat 
32 
26 
  6 
*Angabe der Daten als Anzahl Patienten bzw. als Median mit Interquartilsabstand (IQA) und Wertebe-
reich. 
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2 Statistik-Überblick 
Analyse des Stimulationseffektes gemessen anhand der IL-8-Konzentration nasaler Epithel-
ellen der verschiedenen Patientengruppen (III 2.2) 
  unstim. 
vs. TSB 
unstim. 
vs. 
1:500 Ü 
unstim. 
vs. 
1:50 Ü 
unstim. 
vs. 
1:5 Ü 
unstim. 
vs. 3B 
unstim. 
vs. 5B 
unstim. 
vs. 7B 
stat. 
Test 
NK 16 h 0,536 0,093 0,171 0,065  0,943  0,121 0,083 Mann-
Whitney-
U-Test 
24 h 0,400  0,364  0,070  0,011  0,962  0,633  0,031  
GPA 16 h nB nB nB 0,052 nB 0,247  nB 
24 h 0,364 0,562 0,118 0,035 1,000  0,573  0,031  
CRS 16 h 0,315 0,447 0,143 0,015 0,549 0,720 0,012  
24 h 0,579 0,436 0,089 0,023 0,968 0,897 0,016  
Dargestellt sind die p-Werte. nB: nicht zu berechnen, da zu kleine Stichprobengröße. 
Analyse gruppenspezifischer Unterschiede der IL-8-Konzentration nasaler Epithelzellen bei 
verschiedenen Stimuli (III 2.2) 
 16 h 24 h stat. 
Test  NK vs.  
GPA 
NK vs.  
CRS 
GPA vs.  
CRS 
NK vs.  
GPA 
NK vs.  
CRS 
GPA vs.  
CRS 
unstim. 0,020 0,315 0,001 0,019 0,089 0,001 Mann-
Whitney-
U-Test 
1:5 Ü 0,065 0,055 0,003 0,009 0,052 0,000 
7B nB 0,574 nB 0,041 0,345 0,013 
1:5 Ü - unstim. 0,171 0,015 0,002 0,029 0,529 0,035 
7B - unstim. nB 0,195 nB 0,589 0,491 0,228 
Dargestellt sind die p-Werte. nB: nicht zu berechnen, da zu kleine Stichprobengröße. 
Analyse der Zeiteffekte gemessen anhand der IL-8-Konzentration nasaler Epithelzellen der 
verschiedenen Patientengruppen und verschiedener Stimuli (III 2.2) 
 16 h vs. 24 h stat. Test 
 unstim. 1:5 Ü 7B 
NK 0,203 0,055 0,755 Mann-
Whitney-
U-Test 
GPA 0,181 0,075 nB 
CRS 0,143 0,105 0,279 
Dargestellt sind die p-Werte. nB: nicht zu berechnen, da zu kleine Stichprobengröße. 
Analyse gruppenspezifischer Unterschiede der AMP-Konzentration in Nasensekreten (III 3.1) 
 NK vs. GPA NK vs. CRS GPA vs. CRS stat. Test 
LL-37 Nasensekret 0,650 0,810 0,297 Mann-
Whitney-
U-Test 
hBD3 Nasensekret 0,550 0,361 0,120 
RNase 7 Nasensekret 0,377 0,375 0,170 
Dargestellt sind die p-Werte. 
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Analyse des Einflusses nasaler S. aureus-Kolonisation auf die AMP-Konzentrationen in 
Nasensekreten (III 3.1.1) 
             mit S. aureus besiedelt vs. unbesiedelt stat. Test 
 LL-37 hBD3 RNase 7 
NK 0,014 0,366 0,345 Mann-Whitney-
U-Test GPA 0,001 0,345 0,607 
CRS 0,240 0,429 0,628 
Dargestellt sind die p-Werte. 
Analyse des Stimulationseffektes gemessen anhand der AMP-Konzentration nasaler Epi-
thelzellen bei den verschiedenen Patientengruppen (III 3.3) 
 unstimuliert vs. 1:5 Ü  
  LL-37 hBD3 stat. Test 
NK 0,017 < 0,001 t-Test 
GPA < 0,001 < 0,001 
CRS 0,018 0,014 
Dargestellt sind die p-Werte. 
Analyse gruppenspezifischer Unterschiede der AMP-Konzentration nach S. aureus-Stimu-
lation nasaler Epithelzellen (III 3.3) 
 NK vs. GPA NK vs. CRS GPA vs. CRS stat. Test 
LL-37, basal 0,374 0,374 identisch t-Test 
hBD3, basal 0,023 0,166 0,786 
LL-37, stimuliert  0,504 0,899 0,396 
hBD3, stimuliert  0,013 0,272 0,492 
 LL-37 (stim – unstim.) 0,479 0,920 0,396 
 hBD3 (stim – unstim.) 0,007 0,263 0,536 
Dargestellt sind die p-Werte. 
Analyse gruppenspezifischer Unterschiede der intrazellulären S. aureus-Lokalisation in Bi-
opsien nasaler Mukosa (III 4)  
 NK vs. GPA  NK vs. CRS  GPA vs. CRS  stat. Test 
Intrazelluläre Lokali-
sation von  S. aureus  
0,211 0,043 0,370 Fisher’s 
exakter Test 
Dargestellt sind die p-Werte. 
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3 Gemessene IL-8-Konzentrationen nach Stimulation* 
   16 h 24 h 
    n Range MW Median 
 
SD 
(IQA) 
n Range MW Median SD 
(IQA) 
NK unstim. 8 205 - 3604 1983 1859 1028 10 500 - 4935 2876 2805 1498 
TSB 7 440 - 4935 2404 2131 1386 9 489 - 6315 3491 2968 1729 
1:500 Ü 5 1733 - 4357 3242 3708 1241 7 2390 - 6790  3037 4270
#
 
1:50 Ü 5 2043 - 4726 2944 2584 1044 7 2798 -10387  4177 2020
#
 
1:5 Ü 8 518 - 5774 3437 3878 1719 10 1522 - 9516 5647 6161 2408 
3B 5 1458 - 4016  1810 1465
#
  7 1608 - 5039 2869 2558 1171 
5B 7 342 - 2316 1385 1355 577 8 1828 - 4935  2289 651
#
 
7B 8 295 - 2043 1003 917 695 6 375 - 3130 1262 943 1052 
GPA unstim. 6 300- 1380 653 532 407 10 379 - 2735 1248 1077 882 
TSB 3 544 - 1379 877 709 442 7 689 - 2875 1561 1268 906 
1:500 Ü 2 538 - 862 700 700 229 6 617 - 4325  1099 1644
#
 
1:50 Ü 2 807 - 1484 1146 1145 479 6 900 - 4481 2108 1618 1388 
1:5 Ü 5 708 - 2193 1268 1040 589 10 776 - 6744 2753 2287 1938 
3B 2 454 - 968 711 711 363 6 388 - 4523  1021 1644
#
 
5B 5 258 - 850  303 372
#
 8 277 - 4042  700 1315
#
 
7B 4 57 - 1150 407 210 508 6 128 - 530 338 323 181 
CRS unstim. 10 627 - 7709 3225 2283 2242 10 1092 -11535 5120 4823 3264 
TSB 10 1459 - 7735 3934 3231 2146 10 2127 -10380 5989 5767 2820 
1:500 Ü 9 1192 - 9290 3892 3260 2519 10 1779 -10230 6035 6502 2613 
1:50 Ü 10 1273 - 8211 4990 5786 2480 10 2784 -13290 7650 7862 3290 
1:5 Ü 10 1438 -10927 6648 7418 3175 10 3681 -14379 9352 10773 3956 
3B 9 734 - 4966 2608 2025 1426 9 1600 - 6692 4455 4923 1636 
5B 9 911 - 5904 2482 2310 1562 8 1283 - 8175 4449 4620 2095 
7B 8 241 - 2390 1204 1356 708 8 152 - 4010 2022 2349 1277 
*Alle Werte in pg/ml. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, Range (= kleinster und größter ge-
messener Wert) 
#
Darstellung aufgrund nicht gegebener Normalverteilung als Median und Interquartils-
abstand (IQA). 
 
